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การประเมินประสิทธิภาพเครื่องหมุนเหวี่ยงชนิด
Microhematocrit centrifuge 

ของหนวยบริการปฐมภูมิ ในจังหวัดพิษณุโลก 

ดุจดาว บุญยอด นพดล เปยมศิริ อโณทัย ศรีตนไชย และณัฐพัชร รัตนเดชานาคินทร
ศูนยวิทยาศาสตรการแพทยที่ 2 พิษณุโลก กรมวิทยาศาสตรการแพทย อําเภอเมือง จังหวัดพิษณุโลก

Accepted for publication, 4 July 2016

บทคัดยอ การตรวจหาปริมาตรเม็ดเลือดแดงอัดแนน (Hematocrit) เปนการทดสอบขั้นพื้นฐานที่มีใหบริการในหนวย
บริการปฐมภูมิ โดยใชเครื่องหมุนเหวี่ยงชนิด Microhematocrit centrifuge ประสิทธิภาพเครื่องมือตามเกณฑมาตรฐานของ
กระทรวงสาธารณสขุ  สาํหรับหนวยบริการเปนปจจัยสําคัญตอผลการตรวจ ดังน้ันเพือ่ใหมัน่ใจในผลการทดสอบ ศนูยวทิยาศาสตร
การแพทยที่ 2 พิษณุโลก จึงไดจัดทําโครงการประเมินประสิทธิภาพเคร่ืองหมุนเหวี่ยงชนิด Microhematocrit centrifuge
ของหนวยบริการปฐมภูมิ จังหวัดพิษณุโลก ประจําป 2557 โดยตรวจสอบเครื่องมือของหนวยบริการระดับอําเภอ รวมทั้งหมด 
140 เครื่อง จาก 120 หนวยบริการ พบวาผานตามเกณฑมาตรฐานการสอบเทียบเครื่องมือแพทย ทั้งความเร็วรอบในการหมุน
และเวลา รอยละ 75.7 และไมผานตามเกณฑมาตรฐาน รอยละ 24.3  Parameter ทีพ่บเกิดจากเคร่ืองต้ังเวลา และความเร็วรอบ
ในการหมุนไมไดตามชวงที่ใชงาน เน่ืองจากเคร่ืองเกาชํารุด และขาดการบํารุงรักษา สงผลกระทบตอผลการทดสอบทําให
แปลผลผิดพลาดได ดังน้ันเจาหนาที่ผูรับผิดชอบการตรวจทางหองปฏิบัติการของหนวยบริการปฐมภูมิควรมีการวางแผน
ในการตรวจสอบประสิทธิภาพการใชงานของเครื่องอยางสม่ําเสมอ เพื่อใหผลการตรวจมีความถูกตอง



Evaluation of Microhematocrit centrifuge  Dujdao Boonyod et al.

บทนํา
กระทรวงสาธารณสุข มีนโยบายที่จะพัฒนาระบบบริการสุขภาพของหนวยบริการทุกระดับใหสามารถ

บริการสุขภาพที่บูรณาการและเช่ือมโยงกัน รวมทั้งการพัฒนาหนวยบริการปฐมภูมิ โรงพยาบาลสงเสริมสุขภาพตําบล 
(รพ.สต.) ศูนยสขุภาพชุมชนเมอืง  (ศสม.) ซ่ึงมภีารกจิดานการสงเสรมิสขุภาพ ฟนฟสูขุภาพ ปองกนัโรค รกัษาพยาบาล 
และการคุมครองผูบริโภค 

กรมวิทยาศาสตรการแพทย มีบทบาทหนาท่ีเปน National Health Authority ดานหองปฏิบัติการ
ทางการแพทยและสาธารณสขุของประเทศ ไดจดัทาํเกณฑพฒันาหนวยบรกิารปฐมภมู ิเรือ่ง ระบบคุณภาพและมาตรฐาน
ทางหองปฏิบัติการดานการแพทยและสาธารณสุข สําหรับหนวยบริการโรงพยาบาลสงเสริมสุขภาพตําบล  (รพ.สต.)
และศูนยสุขภาพชุมชนเมือง (ศสม.)(1) ซึ่งมีบริการทดสอบพื้นฐานที่จําเปน ไดแก การตรวจวิเคราะหนํ้าตาลในเลือด
จากปลายน้ิว การตรวจวิเคราะหน้ําตาลและโปรตนีในปสสาวะ การตรวจวิเคราะหการตัง้ครรภ และการตรวจหาปรมิาตร
เมด็เลอืดแดงอดัแนนโดยใชเครือ่งหมนุเหว่ียง (Hematocrit) ซ่ึงเปนหน่ึงในขอกาํหนดตามเกณฑดงักลาววาเครือ่งมอื
ที่สงผลกระทบตอการทดสอบตองมีการสอบเทียบเพื่อใหผลการทดสอบมีความถูกตอง ประชาชนเขาถึงบริการสุขภาพ
ที่มีคุณภาพเทาเทียมกัน 

ศูนยวิทยาศาสตรการแพทยที่ 2 พิษณุโลก มีภารกิจหลักในการนํานโยบายมาสูการปฏิบัติ โดยไดดําเนินการ
พัฒนาระบบคุณภาพหนวยบริการปฐมภูมิอยางตอเน่ืองต้ังแตป 2555 จนถึงปจจุบัน จากผลการประเมินตามเกณฑ
พัฒนาหนวยบริการปฐมภมู ิเรือ่ง ระบบคณุภาพและมาตรฐานทางหองปฏบัิติการดานการแพทยและสาธารณสขุ สาํหรบั
หนวยบริการโรงพยาบาลสงเสรมิสขุภาพตาํบล (รพ.สต.) และศูนยสขุภาพชุมชนเมอืง (ศสม.) พบปญหาระบบคณุภาพ
ของหนวยปฐมภูมิทุกแหงในดานการสอบเทียบเครื่องมือโดยเฉพาะเครื่องหมุนเหว่ียงชนิด Microhematocrit 
Centrifuge ทีใ่ชในการตรวจวิเคราะหหาปรมิาตรเมด็เลอืดแดงอดัแนน ซ่ึงเปนการทดสอบขัน้พืน้ฐานในการใหบรกิาร
ของหนวยบริการปฐมภูมิ และเปนขอมูลที่แพทยใชในการประเมินภาวะซีดของผูปวย หากเคร่ืองมือดังกลาวไมมีการ
สอบเทยีบอาจสงผลตอความถกูตองของการทดสอบหาปริมาตรเมด็เลอืดแดงอดัแนน (Hematocrit)(2) ดงัน้ันกลุมงาน
พยาธิวิทยาคลินิก จึงไดจัดทําโครงการประเมินประสิทธิภาพเครื่องหมุนเหวี่ยงชนิด Microhematocrit centrifuge
ของหนวยบรกิารปฐมภมิูในจงัหวัดพษิณโุลก ในเขตสขุภาพ 2 ประจําปงบประมาณ 2557 โดยนํารองทีจั่งหวัดพิษณุโลก 
ซึ่งเปนที่ตั้งของศูนยวิทยาศาสตรการแพทยที่ 2 พิษณุโลก มีวัตถุประสงคเพื่อประเมินประสิทธิภาพเครื่องหมุนเหวี่ยง
ชนิด Microhematocrit centrifuge ในหนวยบริการปฐมภูมิ จังหวัดพิษณุโลก ระยะเวลาดําเนินงานเดือนกุมภาพันธ 
ถึงสิงหาคม 2557 นําผลจากการประเมินในครั้งน้ีมากําหนดแนวทางในการพัฒนาระบบคุณภาพในเขตสุขภาพที่ 2
เพื่อใหเกิดการพัฒนาคุณภาพอยางตอเนื่อง และประชาชนไดรับบริการที่ถูกตอง มีคุณภาพ ตอไป 

วัสดุและวิธีการ
กลุมเปาหมาย

เครื่องหมุนเหว่ียงของโรงพยาบาลแมเครือขายระดับอําเภอ (Contracting Unit for Primary care,
CUP) 9 เครือขาย และจากหนวยบริการปฐมภูมิ โรงพยาบาลสงเสริมสุขภาพตําบล และศูนยสุขภาพชุมชนเขตเมือง 
ในจังหวัดพิษณุโลก 120 แหง จํานวน 140 เครื่อง 

เครื่องมือและอุปกรณ
เครื่องวัดความเร็วรอบ (Tachometer testo Model C.A.25 Serial no.N129150 YGV) 
สติกเกอรสะทอนแสง
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เครื่องวัดอุณหภูมิและความชื้น (Hygrometer รุน Testo 608-H1) 
อนาล็อก มัลติมิเตอร (Analog Multimeter) Sanwa YX-360TR
นาฬกาจับเวลา Stop watch CANON CT-20

วิธีดําเนินงาน
1. ประชุมช้ีแจงการดําเนินงานทีมสอบเทียบ กําหนดแผนปฏิบัติการและประสานงานกับโรงพยาบาล

แมเครือขายระดับอําเภอ ในการลงพื้นที่เครือขายระดับอําเภอ (Contracting Unit for Primary care, CUP) เพื่อ
ตรวจสอบประสิทธิภาพเครื่องมือ จัดเตรียมวัสดุ/อุปกรณใหพรอม จัดสงเคร่ืองมือวัดความเร็วรอบในการหมุน
Tachometer testo Model C.A.25 ไปสอบเทียบกับหนวยงานที่ไดรับการรับรองตามมาตรฐาน ISO/IEC 17025 
และนํานาฬกาจับเวลา Stop watch CANON สอบเทียบเวลามาตรฐานจากหนวยงานกรมอุทกศาสตร ทหารเรือ 
http://www.hydro.navy.mi.th/TIME/ 

2. ลงพืน้ทีเ่พือ่ทาํการประเมนิประสทิธภิาพและบันทกึผล โดยปฏบัิตติามมาตรฐานเครือ่งมอืวิทยาศาสตร(3)

ตรวจลักษณะทางกายภาพ สภาพเครื่อง ความปลอดภัยตรวจสอบสายดิน วัดอุณหภูมิและความชื้นดวย Hygrometer
และตรวจสอบระบบการจายไฟดวยมัลติมิเตอร (Multimeter) สอบเทียบความเร็วรอบในการหมุน (Round per 
minutes, rpm) ดวยเครื่องวัดความเร็วรอบ (Tachometer testo Model C.A.25) เปนเครื่องมือมาตรฐาน
ซ่ึงไดรับการรับรองจากหองปฏิบัติการสอบเทียบตามมาตรฐาน ISO/IEC 17025 และตรวจสอบความถูกตองของ
เครื่องตั้งเวลาในยานที่ใชงานดวยนาฬกาจับเวลา (stop watch) CANON โดยทําการเทียบเวลาจากกรมอุทกศาสตร 
ทหารเรือ ทําซํ้า 3 รอบ แลวนําคาเฉลี่ยเทียบกับคาอางอิง คํานวณคาเฉลี่ย คาความคลาดเคลื่อน (error) นําขอมูล
ทีไ่ดมาวิเคราะหและประเมนิผลเทียบกบัเกณฑมาตรฐานการสอบเทยีบเคร่ืองมอืแพทย ซ่ึงกําหนดใหมีความคลาดเคล่ือน
จากคาเปาหมายตามยานความถี่ที่ใชงานยอมรับไดไมเกินรอยละ 10(3-5) ทั้งความเร็วรอบในการหมุนและเวลา

3. จัดทํารายงานผลการประเมินประสิทธิภาพเครื่องหมุนเหว่ียง และจัดทําแผนงานโครงการเพื่อรองรับ
การดําเนินงานใหครอบคลุมทั้ง 5 จังหวัด ในเขตสุขภาพที่ 2 เพื่อใหมีการพัฒนาอยางตอเนื่อง 

ผล 
จากการตรวจสอบประสิทธิภาพเครื่องหมุนเหว่ียงชนิด Microhematocrit centrifuge ในหนวยบริการ

ปฐมภมู ิจงัหวัดพษิณโุลก ประจาํปงบประมาณ 2557 จาํนวน 140 เครือ่ง จาก 120 หนวยบรกิารปฐมภมูทิีม่กีารทดสอบ
หาปริมาตรเม็ดเลือดแดงอัดแนน (Hematocrit) จําแนกเปนเครื่องที่ผลิตในประเทศไทย และมอเตอรเปนชนิดใช
แปรงถาน จํานวน 60 เครื่อง หรือรอยละ 42.9 สวนเครื่องที่ผลิตและนําเขาชนิดใชฟวส 80 เครื่อง หรือรอยละ 57.1 
พบวาเครื่องมือผานตามเกณฑมาตรฐาน 106 เครื่อง หรือรอยละ 75.7 และไมผานตามเกณฑมาตรฐาน 34 เครื่อง 
หรือรอยละ 24.3 (ตารางที่ 1) เครือขายอําเภอเนินมะปราง มีเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ผานตามเกณฑมาตรฐานมากที่สุด
โดยเทียบตามสัดสวนของเครื่องหมุนเหว่ียงที่ดูแลท้ังหมด และไมผานตามเกณฑมาตรฐานมากที่สุดที่อําเภอวังทอง
รองลงมา ไดแก เครือขายอําเภอเมือง (โรงพยาบาลพุทธชินราช) บางกระทุม ชาติตระการ วัดโบสถ และเมือง
(โรงพยาบาลมหาวิทยาลัยนเรศวร) พรหมพิราม บางระกํา และเนินมะปราง จํานวน 9, 7, 4, 5, 1, 3, 2, 2 และ 1 
เครื่องคิดเปนรอยละ 45, 38.9, 30.8, 29.4, 25, 25, 10.5, 8.3 และ 7.7 ตามลําดับ (ภาพที่ 1)
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เมื่อพิจารณาแยกตาม Parameter ของเครื่องที่ไมผานตามเกณฑมาตรฐาน สวนมากเปนเครื่องที่ผลิต
ในประเทศไทย จํานวน 32 เครื่อง นําเขา 2 เครื่อง เครื่องตั้งเวลาเปน Parameter พบมากที่สุด รองลงมาเปน
ความเร็วรอบในการหมุน และพบทั้งสอง Parameter จํานวน 17, 14 และ 3 เครื่อง คิดเปนรอยละ 50, 41.2 และ 8.8
ตามลําดับ (ภาพที่ 2)
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ภาพที่ 1  ผลการตรวจสอบประสิทธิภาพเครื่องหมุนเหวี่ยงชนิด Microhematocrit centrifuge แยกตามเครือขาย
อําเภอ (CUP) 

เครื่องตั้งเวลาและ
ความเร็วรอบ 8.8%

ภาพที่ 2 Parameter ของเครื่องหมุนเหวี่ยงชนิด Microhematocrit centrifuge ที่ไมผานตามเกณฑมาตรฐาน

ไมผานมาตรฐาน

ผานมาตรฐาน
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ตารางที่ 1  ผลการตรวจสอบประสิทธิภาพเคร่ืองหมุนเหว่ียงชนิด Microhematocrit centrifuge แยกตาม
รายอําเภอ/CUP

 1. วังทอง 20 11 9
 2. เมือง (โรงพยาบาลพุทธชินราช) 18 11 7
 3. บางกระทุม 13 9 4
 4. ชาติตระการ 17 12 5
 5. เมือง (โรงพยาบาลมหาวิทยาลัยนเรศวร) 4 3 1
 6. วัดโบสถ 12 9 3
 7. พรหมพิราม 19 17 2
 8. บางระกํา 24 22 2
 9. เนินมะปราง 13 12 1

  รวม 140 106 34

อําเภอ/CUP จํานวน จํานวนผานมาตรฐาน  จํานวนไมผานมาตรฐาน 
  (เครื่อง) (เครื่อง) (เครื่อง) 

วิจารณ
การตรวจสอบประสิทธิภาพเครื่องหมุนเหวี่ยงชนิด Microhematocrit Centrifuge จํานวน 140 เครื่อง 

จาก 120 แหงท่ีมีเครื่องมือดังกลาวน้ัน ในบางแหงมีมากกวาหน่ึงเคร่ือง เน่ืองจากเปนหนวยบริการซ่ึงดูแลประชากร
หนาแนน อาท ิศูนยสขุภาพชุมชนเมอืง และโรงพยาบาลสงเสรมิสขุภาพตาํบลขนาดใหญ บางเครือ่งไดรบัมาจากโครงการ
อืน่ๆ บางเครือ่งไมมกีารบันทกึประวัต ิไมมเีลขครภุณัฑ ไมเคยมกีารใชงาน บางเครือ่งไมเคยมกีารสอบเทยีบ บางเครือ่ง
มกีารสอบเทยีบแตไมสมํา่เสมอ ซ่ึงทาํใหขาดความชัดเจนในรายละเอยีดตางๆ หากแบงตามประเภทจากแหลงการผลติ
พบเปนเคร่ืองที่ผลิตในประเทศไทย และมอเตอรเปนชนิดใชแปรงถาน (carbon brush/brush drive) จํานวน 
60 เครื่อง หรือรอยละ 42.9 ผลิตและนําเขาจากตางประเทศ เปนชนิดใชฟวส 80 เครื่อง หรือรอยละ 57.1 พบวา
ผานตามเกณฑมาตรฐานการสอบเทียบเครื่องมือแพทย 106 เครื่อง หรือรอยละ 75.7 และไมผานตามเกณฑมาตรฐาน
จํานวน 34 เครื่อง หรือรอยละ 24.3 ซ่ึงเปนเครื่องที่ผลิตในประเทศมากที่สุด จํานวน 32 เคร่ือง และเปนเครื่องที่
นําเขาจํานวน 2 เครื่อง

ในจํานวน 34 เครื่อง ที่สอบเทียบไมผานตามเกณฑมาตรฐานเครื่องมือแพทยนั้น พบกระจายในทุกอําเภอ
หากวิเคราะหแยกตาม Parameter ไดดงัน้ี เครือ่งตัง้เวลาเปน Parameter ทีพ่บมากทีส่ดุ ซ่ึงเปนรุนทีผ่ลติในประเทศ 
ใชแบบสปรงิขดลวดในการต้ังเวลาใชงาน อาจจะมีสาเหตจุากเครือ่งเกาและมอีายกุารใชงานมาก ขาดการบํารงุรกัษา ทาํให
สปริงลวดยืดขยาย สงผลใหเวลาที่ตั้งไมตรงกับเวลาที่ใชงาน Parameter ที่พบรองลงมาคือความเร็วรอบ สวนใหญ
เปนเครื่องรุนที่ผลิตในประเทศ มอเตอรเปนชนิดใชแปรงถาน (brush drive/carbon brush) อาจจะมีสาเหตุจาก
แปรงถานเหลือนอย หนาสัมผัสแปรงถานไมเรียบหรือสกปรก ซึ่งทําหนาที่เปนสะพานไฟรับกระแสไฟฟาจากภายนอก 
เครื่องเกาใชงานมานาน ระบบควบคุมความเร็วผิดปกติ ฟลดคอยลลัดวงจร ขาดการบํารุงรักษา สายไฟชํารุดแตกราว 
ทําใหกําลังไฟฟา/กระแสไฟฟาที่จายเขาเครื่องไมคงที่ บางแหงมีการจัดวางในสถานที่ที่ไมเหมาะสม ไมมั่นคง และ
ไมปลอดภัย ซึ่งทําใหโรเตอรเสียสมดุล หรืออาจเกิดจากปจจัยอื่นๆ นอกจากนี้เครื่องที่พบปญหาทั้งสอง Parameter
นาจะมาจากหลายสาเหตุรวมกัน อยางไรก็ตามเมื่อพบวาเครื่องมีปญหาจากการสอบเทียบไมผานตามมาตรฐาน
เครื่องมือแพทย ตองวิเคราะหหาสาเหตุโดยชางดานเทคนิคเฉพาะตอไป 
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จากผลการประเมินประสิทธิภาพเครื่องหมุนเหว่ียงชนิด Microhematocrit Centrifuge ในครั้งน้ีทําให
ผูรับผิดชอบการตรวจทางหองปฏิบัติการหนวยบริการปฐมภูมิ มีความรู ความเขาใจ ตระหนักถึงความสําคัญของ
การสอบเทียบเครื่องมือแพทยที่จําเปน ซ่ึงสงผลกระทบตอการทดสอบการหาปริมาตรเม็ดเลือดแดงอัดแนน
(Hematocrit) ทําใหคาที่ไดมีความผิดพลาด ซึ่งอาจจะทําใหการวินิจฉัยภาวการณดําเนินของโรคตางๆ คลาดเคลื่อน 
เชน ภาวะซีด เปนตน 

จากผลการดําเนินงานในครั้งนี้ ทําใหผูปฏิบัติงานของหนวยบริการปฐมภูมิและโรงพยาบาลแมเครือขาย
ระดับอําเภอซ่ึงเปนพี่เลี้ยง ตระหนักถึงการตรวจสอบประสิทธิภาพ การสอบเทียบเครื่องมือชนิดอื่นๆ ที่มีการนํามา
ใชกับผูปวย เพื่อใหผูปฏิบัติงานมีความเช่ือมั่นในผลการทดสอบ ถึงแมวาจะพบปญหาและอุปสรรคตางๆ ในการ
ดําเนินโครงการ อาทิ ระยะทางไกลในการเดินทาง โครงสรางระบบไฟฟาของหนวยบริการปฐมภูมิซึ่งไมมีระบบสายดิน
สถานที่หองปฏิบัติการบางแหงมีการจัดวางไมเหมาะสม ความหลากหลายของเครื่องหมุนเหว่ียง และงบประมาณ 
เปนตน ทางกลุมงานพยาธิวิทยาคลินิก ศูนยวิทยาศาสตรการแพทยที่ 2 พิษณุโลก ไดจัดทําโครงการตอยอดเพื่อขยาย
ผลการพัฒนาระบบคณุภาพหนวยบรกิารปฐมภมูโิดยไดจดัทาํโครงการถายทอดความรูและวิธกีารในการดแูลรกัษา และ
สอบเทียบเครื่องหมุนเหวี่ยงใหกับเครือขายในเขตสุขภาพที่ 2 ในวันที่ 20 มกราคม 2558 เพื่อสนับสนุนวิชาการและ
มีการแลกเปลี่ยนเรียนรูใหกับเครือขาย และใหเกิดการพัฒนาระบบคุณภาพอยางยั่งยืน โดยมีเปาหมายใหพี่เลี้ยงจาก
หองปฏิบัติการโรงพยาบาลแมเครือขายระดับอําเภอสามารถพ่ึงพาตนเองและดูแลเครือขายระดับปฐมภูมิได เปน
การสนองนโยบายกระทรวงสาธารณสุขในการใชทรัพยากรรวมกัน นอกจากน้ีผูท่ีเก่ียวของสามารถนําขอมูลจากการ
ดาํเนินงานในครัง้น้ี ไปใชวางแผนในการบรหิารจดัการเครือ่งมอื และระบบบรกิาร เพือ่ใหเกดิการพฒันาระบบคณุภาพ
หองปฏิบัติการทางการแพทยตามมาตรฐานอยางตอเนื่อง 

   
สรุป

จากผลการดาํเนินงานโครงการประเมนิประสทิธภิาพเครือ่งหมนุเหวีย่งชนิด Microhematocrit centrifuge 
ของหนวยบริการปฐมภูมิในจังหวัดพิษณุโลก ในเขตสุขภาพ 2 ประจําปงบประมาณ 2557 ทําใหเครื่องหมุนเหวี่ยงชนิด 
Microhematocrit centrifuge ที่ใชทดสอบหาปริมาตรเม็ดเลือดแดงอัดแนน (Hematocrit) ของหนวยบริการ
ปฐมภมูใินจงัหวัดพษิณโุลกไดรับการสอบเทยีบทกุเครือ่ง และผูรบัผดิชอบหองปฏบัิตกิารของหนวยบรกิารปฐมภมู ิและ
โรงพยาบาลแมเครือขายระดับอําเภอซ่ึงเปนพี่เลี้ยง มีความรู ความเขาใจ การใชงานตามหลักวิชาการมาตรฐาน
เครือ่งมอืแพทย และตระหนักถงึความสาํคญัในการสอบเทยีบเคร่ืองมือแพทยทีจ่าํเปนอันอาจสงผลกระทบตอการทดสอบ
รวมทั้งนําผลจากการประเมินในครั้งน้ีมากําหนดแนวทางในการพัฒนาระบบคุณภาพหองปฏิบัติการทางการแพทย
ในเขตสุขภาพที่ 2 เพื่อใหเกิดการพัฒนาคุณภาพอยางตอเนื่อง และประชาชนไดรับบริการที่ถูกตอง มีคุณภาพ ตอไป 
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Performance Evaluation of Microhematocrit

Centrifuge in the Primary Care Units in 

Phitsanulok Province

Dujdao Boonyod Noppadol Piamsiri Anothai Sritonchai and Natthaphat Ratanadachanakin
Reginal Medical Sciences Center 2, Phitsanulok Deportmeht of Medical Sciences Amphoe Muang, 
Phitsanulok 65000. Thailand

ABSTRACT Packed red cell volume (Hematocrit) test is performed routinely in primary care 
units (PCU) by using microhematocrit centrifuge. According to Ministry of Public Health guideline for
medical laboratory in primary care unit the performance of equipment is an important factor that could 
aff ect the test result.  To ensure the quality of test, the Regional Medical Science Center 2; Phitsanulok, 
developed the project to evaluate the eff ectiveness of the microhematocrit centrifuge used in primary care 
units of Phitsanulok province during fi scal year 2014. One hundred and forty microhematocrit centrifuges
from 120 primary care units were assessed for the round per minutes (rpm) and timer used.  The results
showed that 75.7% of the centrifuges passed the test criteria while 24.3% failed to meet the round 
speed criteria due to an old condition and defi ciency of an equipment. Consequently, the performance of 
the microhematocrit centrifuge was inaccurate. Thus, operator of PCU regular calibration and 
maintenance should be planned to ensure the reliable test result.

Key words: Microhematocrit centrifuge, Hematocrit Corresponding author E-mail : dujdao.b@

dmsc.mail.go.th
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บทคัดย่อ ความเป็นพิษของสารกลุ่มไดออกซิน พีซีบีคล้ายไดออกซิน และพีซีบีไม่คล้ายไดออกซิน ในสัตว์ทดลองพบว่า ส่ง
ผลกระทบต่อการพฒันาการของระบบประสาท ระบบสบืพนัธุแ์ละระบบภมูคุ้ิมกัน มนุษยไ์ด้รับสารเข้าสูร่่างกายจากการรับประทาน
อาหารมากกว่าร้อยละ 90 จนถึงปัจจุบันยังไม่มีการรายงานการปนเปื้อนของสารกลุ่มดังกล่าวในอาหาร แต่ในต่างประเทศได้ให้
ความสำาคัญกับสารกลุม่น้ีมาก ซ่ึงจัดเป็นสารมลพษิท่ีตกค้างยาวนาน โดยเฉพาะอาหารทีป่ระชากรกลุม่เสีย่งบริโภค เชน่ ทารกและ
เด็กซ่ึงบริโภคนมในปริมาณสงู การวเิคราะห์สารกลุม่เหล่าน้ีใชเ้วลา แรงงานและสารเคมจีำานวนมาก ผู้วจัิยได้พฒันาและทดสอบ
ความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์สารกลุ่ม PCDDs/Fs,  DL-PCBs และ NDL-PCBs ในนมผง โดยเพิ่มปริมาณตัวอย่างนมผง 
และปรับเปลี่ยนบางขั้นตอนในการสกัด ขั้นตอนการทำาให้บริสุทธิ์  และขั้นตอนการแยกสารแต่ละกลุ่มออกจากกัน ซึ่งทำาให้ได้
วธิทีีใ่ชป้รมิาณตวัทำาละลายอนิทรยีน์อ้ยลงและใชเ้วลานอ้ยลงดว้ย คา่ขดีจำากดัการวดัเชงิปรมิาณของสารจำานวน 35 ตวั ในแตล่ะ
กลุ่มที่กล่าวมาคือ 0.06-0.64,  1.85 และ 3.50 pg/g ไขมัน ตามลำาดับ 
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บทนำา
สารกลุ่มไดออกซินเป็นชื่อที่นิยมเรียกกัน หมายถึงกลุ่มสาร 2 กลุ่ม ได้แก่ สารกลุ่มโพลีคลอริเนตเตดไดเบน

โซพาราไดออกซิน (polychlorinated dibenzo para dioxins; PCDDs) และสารกลุ่มโพลีคลอริเนตเตดไดเบนโซ
ฟูแรน (polychlorinated dibenzo furans; PCDFs) สารกลุ่มพีซีบีหมายถึงสารกลุ่มโพลีคลอริเนตเตดไบฟีนิล 
(polychlorinated biphenyls; PCBs) แบ่งออกเป็นสารกลุม่พซีีบคีล้ายไดออกซิน (dioxin-like polychlorinated 
biphenyls; DL-PCBs)  และสารกลุ่มพีซีบีไม่คล้ายไดออกซิน (non dioxin-like polychlorinated biphenyls; 
NDL-PCBs)  ซึ่งมีโครงสร้างทางเคมี (ภาพที่ 1) สารทั้ง 4 กลุ่มมีจำานวน  75,  135,  12  และ 197 ตัว (congeners) 
ตามลำาดับ รวมทั้งหมด 419 ตัว สำาหรับการตรวจวิเคราะห์เชิงปริมาณในอาหารเพื่อควบคุมให้เป็นไปตามกฎหมาย 
ของสหภาพยุโรป จะต้องตรวจในแต่ละกลุ่ม 7,  10,  12 และ 6 ตัว ตามลำาดับ รวมจำานวน 35 ตัว(1) 
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สารกลุ่มไดออกซิน (PCDDs/Fs) เกิดขึ้นจากการกระทำาที่ไม่ได้ตั้งใจของมนุษย์ ตรงกันข้ามกับสาร 
กลุ่มพีซีบี (PCBs = DL/NDL-PCBs) ซึ่งก่อนปี ค.ศ. 1985 ตั้งใจผลิตขึ้นเพื่อใช้ในอุตสาหกรรม สารทั้งสองกลุ่ม
มีคุณสมบัติที่คงทน มีความเป็นพิษต่อสิ่งมีชีวิต ปัจจุบันเกิดขึ้นจากการกระทำาที่ไม่ได้ตั้งใจของมนุษย์และปรากฏการณ์
ทางธรรมชาติ เช่น ปล่อยออกมาจากโรงงานอุตสาหกรรมผลิตกำาจัดแมลงและศัตรูพืช โรงงานผลิตเหล็กกล้า 
โรงงานปิโตรเคมี การสันดาปของเครื่องยนต์ ภูเขาไฟระเบิด ไฟป่า และการเผาขยะที่ไม่เหมาะสม เป็นต้น สารเหล่านี้
เมือ่เกดิขึน้มาจะตกค้างและสะสมในสิง่แวดล้อม ท้ายสดุกเ็ข้าสูส่ิง่มชีีวติและส่งผลต่อสขุภาพ จากการศึกษาทางพษิวิทยา
ในสตัว์ทดลองพบว่า สารกลุม่ไดออกซินทำาให้เกดิภาวะเยือ่บุโพรงมดลกูเจริญผิดที ่(endometriosis) เป็นพษิต่อระบบ
ภูมิคุ้มกัน ส่งผลกระทบต่อการพัฒนาระบบประสาท ระบบสืบพันธุ์  พัฒนาการและสติปัญญา ในหญิงตั้งครรภ์ทำาให้มี
ความผดิปกตขิองทารก(2) แต่ยงัไม่มข้ีอยตุว่ิาสารกลุม่ไดออกซินทกุตวัก่อให้เกดิโรคมะเร็งในคน แต่มหีลกัฐานทีเ่ช่ือถือ 
ได้ว่า สาร 2,  3,  7,  8 - TCDD เป็นสารทีก่่อมะเร็งในมนุษย์ ปี ค.ศ. 1997 หน่วยงานวิจยัมะเรง็นานาชาต ิ(International 
Agency for Research on Cancer; IARC) จัดให้ 2,  3,  7,  8 - TCDD  เป็นสารที่รู้ว่าก่อให้เกิดมะเร็ง คลาส 1 
(known human carcinogen) และเน่ืองจากความเป็นพิษของสารกลุ่มไดออกซินและพีซีบีคล้ายไดออกซิน 
แตกต่างกนั องค์การอนามยัโลก (WHO) ให้การยอมรบัการเปรยีบเทยีบความเป็นพษิของสารตวัอืน่ๆ ในกลุม่ทีก่ล่าวมา 
กับ 2,  3,  7,  8 - TCDD โดยเรียกว่า แฟกเตอร์สมมูลความเป็นพิษ (Toxic Equivalency Factor, TEF)(1) 

ภาพที่ 1 โครงสร้างทางเคมี ก. สารกลุ่มโพลีคลอริเนตเตดไดเบนโซพาราไดออกซิน  ข. สารกลุ่มโพลีคลอริเนตเตด
ไดเบนโซฟูแรน และ ค. สารกลุ่มโพลีคลอริเนตเตดไบฟีนิล (พีซีบี)
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ซ่ึงสารแต่ละตวัมค่ีา (ตารางที ่1) ในส่วนความเป็นพษิของสารกลุม่พซีีบีไม่คล้ายไดออกซินมลีกัษณะเฉพาะทีต่่างออกไป 
เช่น ในสัตว์ทดลองทำาให้ตับขยายตัวผิดปกติและส่งเสริมให้เกิดเน้ืองอกที่ตับ ส่งผลต่อการทำาหน้าท่ีของต่อมไร้ท่อ 
ยิ่งไปกว่านั้นบางตัวยังจัดว่าเป็นพิษต่อระบบภูมิคุ้มกันและระบบประสาท (immunotoxin and neurotoxin) ส่วน
ในมนุษย์เป็นการยากที่จะระบุว่าอาการที่เกิดขึ้นจากการได้รับสารกลุ่มพีซีบีมาจากสารกลุ่มพีซีบีคล้ายไดออกซินหรือ
สารกลุ่มพีซีบีไม่คล้ายไดออกซิน เนื่องจากโดยปกติสารกลุ่มเหล่านี้ผสมอยู่ด้วยกัน(3) 

ชื่อส�รกลุ่มไดออกซิน TEF value ชื่อสารกลุ่มพีซีบีคล้ายไดออกซิน TEF value
2,  3,  7,  8 - TCDD 1  
1,  2,  3,  7,  8 - PeCDD 1 non-ortho PCBs 
1,  2,  3,  4,  7,  8 - HxCDD 0.1 PCB 77 0.0001
1,  2,  3,  6,  7,  8 - HxCDD 0.1 PCB 81 0.0003
1,  2,  3,  7,  8,  9 - HxCDD 0.1 PCB 126 0.1
1,  2,  3,  4,  6,  7,  8 - HpCDD 0.01 PCB 169 0.03
OCDD 0.0003 mono-ortho PCBs 
2,  3,  7,  8 - TCDF 0.1 PCB 105 0.00003
1,  2,  3,  7,  8 - PeCDF 0.03 PCB 114 0.00003
2,  3,  4,  7,  8 - PeCDF 0.3 PCB 118 0.00003
1,  2,  3,  4,  7,  8 - HxCDF 0.1 PCB 123 0.00003
1,  2,  3,  6,  7,  8 - HxCDF 0.1 PCB 156 0.00003
1,  2,  3,  7,  8,  9 - HxCDF 0.1 PCB 157 0.00003
2,  3,  4,  6,  7,  8 - HxCDF 0.1 PCB 167 0.00003
1,  2,  3,  4,  6,  7,  8 - HpCDF 0.01 PCB 189 0.00003
1,  2,  3,  4,  7,  8,  9 - HpCDF 0.01  
OCDF 0.0003  

มนุษย์ได้รับสัมผัสสารกลุ่มนี้มากกว่า 90% จากการรับประทานอาหาร(4) ในอดีตมีอุบัติการณ์การปนเปื้อน 
ในอาหาร เช่น ปี ค.ศ. 1998 ประเทศเยอรมนีตรวจพบนมปนเปื้อนซ่ึงมีสาเหตุจากอาหารสัตว์ปนเปื้อน(5) ปี ค.ศ. 
1999 ประเทศเบลเยียมเกิดวิกฤตการณ์ไดออกซินปนเปื้อนอาหารสัตว์ที่ส่งขายในทวีปยุโรปซ่ึงส่งผลเสียหายมหาศาล
ต่อเศรษฐกิจ(6) และปี ค.ศ. 2011 จากการตรวจวิเคราะห์ในงานประจำาพบว่าในไข่มีการปนเปื้อนสารกลุ่มไดออกซิน 
สูงกว่ากฎหมายกำาหนด ซ่ึงทำาให้ฟาร์มเลี้ยงไก่ไข่จำานวน 4,700 ฟาร์ม ถูกปิด ไก่ถูกฆ่าหลายพันตัวและไข่ถูกทำาลาย 
หลายแสนฟอง(7) เป็นต้น  

วิธีวิเคราะห์การปนเปื้อนสารกลุ่มไดออกซินและสารกลุ่มพีซีบีแบ่งเป็น 2 วิธี(8) คือ 1) วิธีตรวจคัดกรอง 
(screening method) เป็นวิธตีรวจสอบเบ้ืองต้นทีส่ามารถตรวจได้รวดเรว็และมค่ีาใช้จ่ายตำา่ เพือ่คดักรองตวัอย่างทีม่ี
การปนเปื้อนเกินระดับสูงสุดที่ยอมรับได้   ซึ่งอาจเป็นวิธี bioassay หรือ GC/MS ข้อมูลที่ได้จากวิธีนี้ไม่เหมาะสำาหรับ
นำาไปใช้เป็นข้อมูลพื้นฐานและการประเมินการได้รับสารกลุ่มนี้เข้าสู่ร่างกาย และ 2) วิธีตรวจยืนยัน (confirmatory 
method) เป็นวิธีที่สามารถตรวจเชิงคุณภาพและปริมาณได้ ข้อมูลที่ได้จะทำาให้รู้ว่าตัวอย่างปนเปื้อนสารแต่ละตัวใน
ปริมาณเท่าไหร่และผลรวมของสารทุกตัวมีค่าเท่าไหร่ ผลที่ได้สามารถนำาไปยืนยันหรือมีผลทางกฎหมาย รวมทั้งใช้เป็น
ข้อมลูพ้ืนฐานและข้อมลูเพือ่ประเมนิการได้รบัสารกลุม่น้ีเข้าสูร่่างกาย  นอกจากน้ียังใช้เป็นข้อมลูสำาหรบัการกำาหนดหรอื

ตารางที่ 1 ค่า WHO-TEF 2005 ของสารกลุ่มไดออกซินและพีซีบีคล้ายไดออกซิน
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ปรับค่าสูงสุดที่ยอมให้ปนเปื้อนได้ (maximum level,  ML) ปัจจุบันสหภาพยุโรปกำาหนดให้วิธีตรวจแบบยืนยันสาร
กลุม่ไดออกซินและสารกลุม่พซีีบีคล้ายไดออกซินต้องใช้เครือ่ง HRGC/HRMS หรอื GC-MS/MS และสารกลุม่พซีีบี 
ไม่คล้ายไดออกซินใช้เครื่อง GC-MS ที่สามารถตรวจเชิงปริมาณได้ถึงในระดับเฟมโตกรัม (upper femtogram,  
10-15g) ระดับพิโกกรัม (low picogram,  10-12g) ระดับนาโนกรัม (nanogram,  10-9g) มีความจำาเพาะเจาะจงสูง 
และมีความถูกต้องสูง เป็นต้น ข้อด้อยของวิธีตรวจแบบยืนยันคือมีค่าใช้จ่ายสูงด้านเครื่องมือ สารเคมี แรงงานและ
ความยุ่งยาก ทั้งสองวิธีประกอบด้วย 5 ขั้นตอนที่สำาคัญ ได้แก่ 1) การชักตัวอย่างและการทำาให้เป็นเน้ือเดียวกัน 
2) การสกัด การระเหยและการหาปริมาณไขมัน 3) การกำาจัดสารรบกวนหรือการทำาให้บริสุทธิ์ขึ้นและการระเหย 
รวมถึงการแยกสารออกเป็นกลุ่ม  4) การวัดด้วยเครื่องมือ และ 5) การคำานวณและรายงานผล 

สำานักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ได้จัดตั้งห้องปฏิบัติการไดออกซิน 
เป็นแห่งแรกของประเทศไทยในปี พ.ศ. 2551 โดยมภีารกจิหลกัด้านการตรวจตดิตามและเฝ้าระวังการปนเป้ือนของสาร 
ดังกล่าวในอาหารเพื่อการคุ้มครองผู้บริโภคของคนไทย ปัจจุบันประเทศไทยยังไม่มีการศึกษาการปนเปื้อนของสาร 
ดังกล่าวในนมและผลิตภัณฑ์ ดังนั้นจึงต้องมีวิธีวิเคราะห์ที่เหมาะสมและทดสอบความใช้ได้ก่อนจึงจะนำาไปสู่การสำารวจ
การปนเป้ือนสารกลุม่น้ีในระดับชาตต่ิอไป จากทีก่ล่าวมานำาเข้าสู่เป้าหมายของงานวิจยัน้ีคือ เพ่ือการพัฒนาและทดสอบ
ความถูกต้องวิธีวิเคราะห์สารกลุ่มไดออกซินจำานวน 17 ตัว พีซีบีคล้ายไดออกซินจำานวน 12 ตัว และพีซีบีไม่คล้าย 
ไดออกซินจำานวน 6 ตัว (พีซีบีชี้บ่ง,  marker PCBs หรือ indicator PCBs) ในอาหารนมผงด้วย HRGC/HRMS 

วัสดุและวิธีการ
สารมาตรฐาน และการเตรียม  

- สารมาตรฐานกลุ่มไดออกซินเข้มข้น (EPA-1613CVS,  US. EPA Method 1613 Calibration and 
Verification Solution,  Wellington laboratories) ก่อนใช้เจือจางด้วยโนเนนให้ความเข้มข้นลดลง 40 เท่า จะได้ 
สารละลายมาตรฐานกลุ่มไดออกซินเจอืจาง 5 ระดบั (Working  Standard Calibration Solution; CS1dil-CS5dil) 
ซึ่งช่วงปริมาณของสารแต่ละตัวในสารละลายมาตรฐานปริมาตร 2 ไมโครลิตร แสดงไว้ในหัวข้อการทดสอบความเป็น
เส้นตรงในผลการทดลอง

- สารมาตรฐานกลุ่มพีซีบีคล้ายไดออกซินเข้มข้น (WP-CVS,  WHO/EPA PCB Calibration  
Solutions for HRGC/HRMS,  Wellington laboratories) เจือจางด้วยโนเนนให้ความเข้มข้นลดลง 10 เท่า 
จะได้สารละลายมาตรฐานกลุ ่มพีซีบีคล้ายไดออกซินเจือจางขั้นกลาง 5 ระดับ (Intermediate Standard  
Calibration Solution,  WPCS4I-WPCS5I) 

- สารละลายมาตรฐานกลุมพีซีบีไม่คล้ายไดออกซินเข้มข้น (P48-M-CVS BS EN 1948-4:2010,  
HRGC/HRMS Calibration Solutions for the marker PCBs,  Wellington laboratories) เจอืจางด้วยโนเนนให้ 
ความเข้มข้นลดลง 10 เท่า จะได้สารละลายมาตรฐานกลุม่พซีีบีไม่คล้ายไดออกซินเจอืจางขัน้กลาง 5 ระดบั (Intermediate 
Standard Calibration Solution,  MCS1I-MCS5I) 

- การเตรียมสารละลายมาตรฐานผสมกลุ่มพีซีบีคล้ายและไม่คล้ายไดออกซินเจือจาง 5 ระดับ เพื่อสร้าง
กราฟมาตรฐาน (Working Standard Calibration Solution,  DL/NDL-PCBdil1-5) โดยปิเปตสารละลาย
มาตรฐานกลุ่ม DL-PCBs เจือจางขั้นกลาง DL-PCBs CS1I,  CS2I,  CS3I,  CS4I,  CS5I ผสมกับสารละลาย
มาตรฐานกลุ่ม NDL-PCBs เจือจางขั้นกลาง NDL-PCBs CS1I,  CS2I,  CS3I,  CS4I,  CS5I ตามลำาดับ 
ในอตัราส่วน 1:1 และเตมิโนเนนอกี 1 ส่วน ซ่ึงช่วงปรมิาณของสารแต่ละตวัในสารละลายมาตรฐานปรมิาตร 2 ไมโครลติร 
แสดงไว้ในหัวข้อการทดสอบความเป็นเส้นตรงในผลการทดลอง
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- สารละลายมาตรฐานกลุม่ native PCDDs/Fs เข้มข้น (EPA-1613PAR,  US EPA Method 1613B 
Native PCDD/PCDF Solution/Mixture,  Wellington laboratories) ก่อนใช้เจือจางด้วยอะซิโตน เพื่อให้ได้
สารละลายมาตรฐานกลุ่ม native PCDDs/Fs เจือจาง ซึ่งประกอบด้วยสาร native TCDD/F,   native OCDD/F  
และอีก 13 ตัวที่เหลือมีความเข้มขันเท่ากับ 0.008,  0.08 และ 0.04 pg/µl ตามลำาดับ 

- สารละลายมาตรฐานกลุ่ม native DL-PCBs เข้มข้น (WP-STK,  Native PCB Solution WHO/
EPA PCBs,  Stock Standard,  Wellington laboratories) ก่อนใช้เจือจางด้วยอะซิโตน เพื่อให้ได้สารละลาย
มาตรฐานกลุ่ม native DL-PCBs เจือจาง ซึ่งสารแต่ละตัวของ native DL-PCBs (12 ตัว) มีความเข้มข้นเท่ากับ 
0.448 pg/µl

- สารละลายมาตรฐานไอโซโทปกลุม่ 13C12-PCDDs/Fs เข้มข้น (EPA-1613ISS,  Internal Standard 
Spiking Solution,  Wellington laboratories) เจือจางด้วยโนเนนให้ความเข้มข้นลดลง 40 เท่า จะได้สารละลาย
มาตรฐานไอโซโทป 13C12 -PCDDs/Fs เจือจาง ซึ่งประกอบด้วย 13C12 - 1,  2,  3,  4-TCDD และ 13C12 -1,  2,  3,  7, 
8,  9 - HxCDD ทั้งสองตัวมีความเข้มข้นตัวละ 2.5 pg/µl

- ละลายมาตรฐานไอโซโทปกลุ่ม 13C12-PCBs เข้มข้น (WP-ISS,  13C12-PCB internal Standard 
Solution WHO/EPA PCBs,  Stock Syringe Standard,  Wellington laboratories) เจือจางด้วยโนเนนให้
ความเข้มข้นลดลง 200 เท่า จะได้สารละลายมาตรฐานไอโซโทปกลุม่ 13C12-PCBs เจอืจางซ่ึงประกอบด้วย PCB 70L,  
PCB 111L,  PCB 138L และ PCB 170L ทั้งสี่ตัวมีความเข้มข้นตัวละ 5 pg/µl 

- สารละลายมาตรฐานไอโซโทปกลุ่ม 13C12-PCDDs/DFs เข้มข้น (EPA-1613LCS,  Labeled  
compound Stock solution,  Wellington laboratories),  สารละลายมาตรฐานไอโซโทปกลุ่ม 13C12-DL-PCBs 
เข้มข้น (WP-LCS,  “Dioxin-Like” PCBs 13C12-Surrogate Spiking Solution,  Wellington laboratories) 
และสารละลายมาตรฐานไอโซโทปกลุ่ม 13C12-NDL-PCBs เข้มข้น (P48-M-ES,  BS EN 1948-4:2010,  
Mass-labeled Marker PCB extraction standard,  Wellington laboratories) เจอืจางและผสมให้เป็นเน้ือเดยีว 
แล้วแบ่งเก็บใส่ GC vial สำาหรับทำาเป็น Clean-up Standard หรือ Extraction Standard ซึ่งแต่ละขวดจะมี
สารจำานวน 35 ตัว ประกอบด้วยสารไอโซโทปกลุ่ม 13C12-PCDDs/Fs ทุกตัวจะมีเนื้อสารปริมาณ 50 พิโกกรัม/ขวด 
ยกเว้น 13C12-OCDD จะมี 100 พิโกกรัม/ขวด และสารไอโซโทปกลุ่ม 13C12-DL-PCBs/NDL-PCBs ทุกตัวมี 
เนื้อสารปริมาณ 100 พิโกกรัม/ขวด

สารเคม ีได้แก่ เมทานอล ไดคลอโรมเีทนและอะซิโตน (Pesticide grade,  Labscan) เฮกเซน (n-Hexane 
95%,  Residue & Pesticide grade,  Fisher Scientific) ไดเอทลิอเีทอร์ (Pesticide grade,  Fisher Scientific)    
เอทานอล (Absolute AR grade,  Merck) โนเนน   (nonane,  GC grade,  Sigma) โปแตสเซียมออกซาเลต (ACS,  
Merck) กรดซัลฟิวริกเข้มข้น (AR grade,  J.T.Baker) โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ (AR grade, Merck) โซเดียม
ซัลเฟตแอนไฮดรสั (Ultra-resi analyses,  J.T.Baker) ซิลกิาเจล (Silica gel 60 for column chromatography,  
Merck) ซิลิกาเคลือบด้วยกรดซัลฟิวริกร้อยละ 30 โดยนำ้าหนัก (30% H2SO4 - SiO2) ซิลิกาเคลือบด้วยกรดซัลฟิวริก 
ร้อยละ 40 โดยนำ้าหนัก (40% H2SO4- SiO2) โพแทสเซียม-ไฮดรอกไซด์-ซิลิกา (KOH-SiO2) และ 
เบสิก-อะลูมิเนียมออกไซด์ (Alumina B-Super I for Dioxin Analysis,  MP Biomedical) สารเคมีทุกชนิด 
ที่กล่าวมาก่อนใช้ต้องเตรียมตามคำาแนะนำาของเอกสารอ้างอิง(9,  10,  11) 

เครื่องมือและอุปกรณ์
เครือ่ง High Resolution Gas Chromatograph/High Resolution Mass Spectrometer,  (HRGC/

HRMS,  Agilent,  GC7890A/Waters,  Auto Spec Premier) GC capillary Columns (BPX-DXN 60 m × ID 
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0.25 mm,  SGE และ HT8 60 m × ID 0.25 mm,  SGE)  เครือ่งระเหยสญุญากาศ (Vacuum rotary evaporator,  
Buchi,  R-215)  เครื่องเขย่าแบบหมุนส่าย (Shaker orbital,  IKA,  KS 501 digital) และเครื่องระเหย 
แบบหลายหลอดแก้ว (Multiple tube evaporator,  Zymark,  Turbo Vap LV)

เครือ่งแก้ว ได้แก่ ขวดวัดปรมิาตรความจ ุ2,  25,  50  มลิลลิติร ขวดแก้วรปูชมพูค่วามจ ุ250 มลิลลิติร กรวยแยก 
ความจุ 500 และ 1, 000 มิลลิลิตร คอลัมน์แก้วเส้นผ่านศูนย์กลางภายใน 20 มิลลิเมตร และ 10 มิลลิเมตร หลอดแก้ว 
ก้นแคบความจ ุ30 มลิลลิติร ใยแก้ว GC vials ความจ ุ1.2 มลิลิลติร Glass insert with spring ความจ ุ300 ไมโครลติร

ตัวอย่าง
ใช้นมผงดัดแปลงสูตรต่อเนื่องสำาหรับทารกและเด็กเล็กอายุตั้งแต่ 6 เดือนถึง 3 ปี เป็นตัวอย่างสำาหรับการ

พัฒนาวิธี

การพัฒนาวิธี
ในการตรวจวัดสารเคมเีชิงปรมิาณด้วยเครือ่งมอื (instrumental chemical analysis) หลงัจากจัดหา  ตดิต้ัง 

ปรบัเครือ่งมอืให้พร้อมสำาหรับใช้งาน และสร้างโปรแกรมสำาหรับตรวจติดตามสารทีส่นใจ จะต้องทดลองฉีดสารมาตรฐาน 
เพ่ือหาความเข้มข้นน้อยที่สุดที่เครื่องสามารถวัดปริมาณได้ถูกต้อง หรือถ้าสารที่สนใจมีข้อกำาหนดในกฎหมายให้วิธี
วิเคราะห์ต้องสามารถหาปริมาณน้อยที่สุดตามที่กำาหนด ก็สามารถเริ่มจากจุดนี้ได้

สารกลุ่มไดออกซิน กลุ่มพีซีบีคล้ายไดออกซิน และกลุ่มพีซีบีไม่คล้ายไดออกซินเป็นสารที่ไม่มีขั้วและละลาย 
ได้ดใีนไขมนั ระดบัปนเป้ือนสงูสดุในนมและผลติภณัฑ์ของสหภาพยโุรป (EU commission regulation No 1259/2011)(1) 

กำาหนดไว้ตำา่มากและคำานวณต่อปรมิาณไขมนั 1 กรมั น่ันคือ 2.5 pg TEQ/g fat,  5.5 pg TEQ/g fat และ 40 ng/g fat 
ตามลำาดับ และกำาหนดให้ใช้เทคนิค Isotope  dilution mass spectrometry (IDMS) ในการเตรียมตัวอย่าง 
ซึ่งปัจจัยที่สำาคัญของเทคนิคนี้คือต้องหาปริมาณสารไอโซโทปที่เหมาะสมที่ต้องเติมในตัวอย่างและปริมาณตัวอย่าง

การสกัด
ชั่งตัวอย่างนมผงปริมาณ 35.0 กรัม และโปแตสเซียมออกซาเลตปริมาณ 1.5 กรัม เติมสารละลายมาตรฐาน

ไอโซโทปผสมของสารกลุ่ม 13C12 -PCDDs/DFs,  กลุ่ม 13C12-DL-PCBs และกลุ่ม 13C12-NDL-PCBs เจือจาง 
1 ขวด เติมนำ้าอุ่นปริมาตร 100 มิลลิลิตร เทใส่กรวยแยกขนาด 1000 มิลลิลิตร เติมเอทานอลปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
เขย่าด้วยเคร่ืองเขย่าด้วยความเร็วรอบ 150 rpm เป็นเวลา 5 นาที  เติมสารละลายผสมเฮกเซน/ไดเอทิลอีเทอร์
(3:1) ปริมาตร 200 มิลลิลิตร เขย่าด้วยเครื่องเขย่าด้วยความเร็วรอบ 150 rpm เป็นเวลา 5 นาที  ตั้งทิ้งไว้ให้แยกชั้น 
(เมื่อเวลาผ่านไป 10 นาทีไม่แยกช้ัน ให้เติมเอทานอลปริมาตร 25 มิลลิลิตร เขย่าเบาๆ และปล่อยให้แยกช้ัน) 
เทสารละลายช้ันบนลงในขวดก้นกลมขนาด 1,000 มิลลิลติร สกดัซำา้อกี 2 ครัง้ด้วยสารละลายผสมเฮกเซน/ไดเอทิลอเีทอร์ 
(3:1) ปรมิาตร 200 มิลลลิติร เกบ็สารละลายช้ันบนรวมกนัไว้ กำาจดันำา้ออกจากสารสกดัด้วยการกรองผ่านโซเดยีมซัลเฟต  
นำาไประเหยด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศให้เหลือปริมาตรประมาณ 35 - 40 มิลลิลิตร เทใส่กระบอกตวงขนาด 
50 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วยเฮกเซน

การหาปริมาณไขมัน
ปิเปตสารสกัดปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดแก้วสะอาดและแห้งที่ชั่งนำ้าหนักไว้แล้ว  ระเหยตัวทำาละลาย

ให้หมดไปและชั่งนำ้าหนักหาปริมาณไขมัน
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การกำาจัดไขมันด้วยกรดซัลฟิวริกเข้มข้น
เทสารสกัดที่ได้ทั้งหมดใส่ในกรวยแยกขนาด 500 มิลลิลิตร เติมเฮกเซนปริมาตร 160 มิลลิลิตร เขย่าให้เป็น

เนื้อเดียวกัน เติมกรดซัลฟิวริกเข้มข้นปริมาตร 20 มิลลิลิตร เปิดฝากรวยแยกและเขย่าด้วยการหมุนด้วยมือจนไม่เกิด
ปฏิกิริยา ปล่อยให้แยกชั้น ทิ้งชั้นกรด (ชั้นล่าง) และเติมกรดซัลฟิวริกเข้มข้นปริมาตร 40 มิลลิลิตร เขย่าด้วยมือก่อน
นำาไปเขย่าด้วยเครื่องเขย่าที่ความเร็วรอบ 150 rpm นาน 15 นาที ปล่อยให้แยกชั้น ทิ้งชั้นกรด (ชั้นล่าง) ชั้นบนเติม
สารละลายโซเดียมคลอไรด์ร้อยละ 5 (m/v) ปริมาตร 40 มิลลิลิตร เขย่า ปล่อยให้แยกชั้นและทิ้งชั้นล่าง ชั้นบนเติมนำ้า
บรสิทุธิส์งูปรมิาตร 40 มลิลลิติร เขย่าแล้วปล่อยให้แยกช้ันและทิง้ช้ันล่าง สารสกดัช้ันบนปล่อยให้ไหลผ่านโซเดยีมซัลเฟต 
และนำาไประเหยให้เหลือประมาณ 1 มิลลิลิตร

การทำาให้บริสุทธิ์ขึ้นด้วย Multi-layer silica column
ชั่งซิลิกา โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์-ซิลิกา ซิลิกาเคลือบด้วยกรดซัลฟิวริกร้อยละ 30 ซิลิกาเคลือบด้วยกรด

ซัลฟิวริกร้อยละ 40  ซิลิกาและโซเดียมซัลเฟต ปริมาณ 1.0,  3.0,  0.5,  4.0,  2.0,  0.5 และ 3.0 กรัม ตามลำาดับ ใส่ลง
ในคอลมัน์แก้วเส้นผ่านศูนย์กลางภายใน 20 มลิลเิมตร ทีอ่ดุปลายด้วยใยแก้วเคาะให้ของแขง็ดดูซับเรยีงตวัเป็นระเบียบ  
ผ่านเฮกเซนปริมาตร 20 มิลลิลิตร (ระวังอย่าให้คอลัมน์แห้ง) เมื่อระดับเฮกเซนอยู่ที่ชั้นโซเดียมซัลเฟตใส่สารสกัดที่ได้
จากขั้นตอนที่ผ่านมา ชะด้วยเฮกเซนปริมาตร 60 มิลลิลิตร รองรับสารสกัดด้วยขวดก้นกลมขนาด 100 มิลลิลิตร ในสาร
สกัดนี้ประกอบด้วย สารกลุ่ม PCDDs/Fs,  DL-PCBs และ NDL-PCBs ปล่อยให้เฮกเซนไหลจนหยดสุดท้ายแล้ว
นำาไประเหยให้เหลือประมาณ 0.5 มิลลิลิตร

การแยกสารกลุ่ม PCDDs/Fs,  DL-PCBs และ NDL-PCBs (Fractionation)
ช่ังซิลกิา  เบสกิ-อะลมูเินียมออกไซด์-ซิลกิา  ซิลกิาเคลอืบด้วยกรดซัลฟิวรกิร้อยละ 40  ซิลกิา และโซเดยีมซัลเฟต 

ปรมิาณ 0.3,  1.8,  0.2,  0.6,  0.2 และ 1.0 กรมัตามลำาดบั ใส่ลงในคอลมัน์แก้วเส้นผ่านศูนย์กลางภายในขนาด 10 มลิลเิมตร 
ทีอ่ดุปลายด้วยใยแก้วเคาะให้ของแข็งดดูซับเรยีงตวัเป็นระเบียบ  ผ่านเฮกเซนปรมิาตร 5 มลิลลิติร (ระวังอย่าให้คอลมัน์แห้ง) 
ใส่สารสกดัทีไ่ด้จากขัน้ตอนทีผ่่านมา  ชะด้วยเฮกเซนปรมิาตร 5 มลิลลิติร รองรบัสารด้วยหลอดแก้วความจุ 30 มลิลลิติร 
ระบุเป็นหลอดที่ 1 (fraction 1) ชะต่อด้วยเฮกเซน/ไดคลอโรมีเทน (49:1) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร รองรับสารด้วย
หลอดแก้วความจุ 30 มิลลิลิตร ระบุเป็นหลอดที่ 2 (fraction 2)  และสุดท้ายชะด้วยเฮกเซน/ไดคลอโรมีเทน (1:1) 
ปริมาตร 25 มิลลิลิตร รองรับสารด้วยหลอดแก้วความจุ 30 มิลลิลิตร ระบุเป็นหลอดที่ 3 (fraction 3) ระเหยตัว
ทำาละลายทั้งสามหลอดด้วยเครื่องระเหยแบบหลายหลอดให้เหลือประมาณ 100 ไมโครลิตร และปิเปตแต่ละหลอด 
ใส่ใน Glass insert with spring ความจุ 300 ไมโครลิตร ที่ 1,  2 และ 3 ตามลำาดับ ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเพื่อให้
ตัวทำาละลายระเหยไปจนหมด เติมโนเนนสารละลายมาตรฐานไอโซโทปกลุ่ม 13C12-PCBs เจือจาง และสารละลาย
มาตรฐานไอโซโทป 13C12-PCDDs/Fs เจือจาง ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงใน Glass insert with spring ที ่
1,  2 และ 3 ตามลำาดับ  เขย่าด้วยเครื่องเขย่า 30 วินาที ท้ายสุดของขั้นตอนนี้ปิเปตทั้ง 3 ส่วน ส่วนละ 5 ไมโครลิตร 
ผสมกันใส่ Glass insert with spring ใหม่ระบุเป็น vial ที่ 4 และเขย่าด้วยเครื่องเขย่า 30 วินาที (สรุปตัวอย่าง
จำานวน 1 ตัวอย่าง ต้องได้สารสกัดใน Glass insert with spring จำานวน 4 vial)

การวัดปริมาณสารกลุ่ม PCDDs/Fs,  DL-PCBs และ NDL-PCBs ด้วยเครื่อง HRGC/HRMS
ก่อนการฉีดตัวอย่างเข้าเครื่องต้องปรับพารามิเตอร์ต่างๆ (instrument tuning) ในส่วนของ HRMS ให้

มีค่าการแยก (resolution at 10% valley) ให้เหมาะสมในการวิเคราะห์สารในแต่ละกลุ่ม  นั่นคือค่าการแยกของ 
การวิเคราะห์สารกลุ่ม PCDDs/Fs ต้องไม่น้อยกว่า 10,000(9) และค่าการแยกของการวิเคราะห์สารกลุ่ม DL-PCBs 
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และ NDL-PCBs ต้องไม่น้อยกว่า 8, 000(10) ตลอดระยะเวลาในการฉีดตัวอย่าง หลังการปรับแล้วต้องสอบเทียบ 
เครื่อง (instrument calibration) ด้วยสารมาตรฐาน เปอร์ฟลูออโรคีโรซีน (perfluorokerosene,  PFK) ให้ผ่าน  
โดยค่าการแยกต้องได้ตามที่กล่าวมา 

ตั้งสภาวะของเครื่อง  HRGC/HRMS เพื่อการวิเคราะห์สารทั้ง 2 กลุ่ม (ตารางที่ 2) และการวัดเริ่มต้น
ด้วยการฉีดสารมาตรฐานความเข้มข้นตำ่าสุด แล้วตรวจดูพีคที่ได้ต้องครบทุกพีคและค่า signal/noise ของแต่ละพีค
ต้องไม่น้อย 2.5 เมื่อผ่านตามเงื่อนไขน้ีจึงเริ่มฉีดสารมาตรฐานและสารสกัดตัวอย่าง กรณีวัดสารกลุ่มไดออกซินใช ้
สารสกดัตวัอย่างคอืส่วนทีอ่ยูใ่น Glass insert with spring ที ่3 และกรณวัีดสารกลุม่พซีีบีใช้สารสกดัทีไ่ด้จากการผสมกนั 
จากทั้งสามส่วนคือ Glass insert with spring ที่ 4

ตารางที่ 2  แสดงสภาวะของเครื่อง HRGC/HRMS ที่ใช้ในการวิเคราะห์สารกลุ่ม PCDDs/Fs และสารกลุ่ม 
DL/NDL-PCBs

 หัวข้อ (subjects) สภาวะ (conditions)
  สารกลุ่ม PCDDs/Fs สารกลุ่ม DL/NDL-PCBs
HRGC:             
 Column BPX-DXN,  60 m HT8,  60 m
  Injection mode splitless splitless
 Injector temp ( ำC)  280 280
 Oven temp  program ( ำC) initial temp. 150 ำC (hold 1 min),   initial temp. 150 ำC (hold 1 min), 
  ramp 15 ำC/min to 210 ำC,  ramp ramp 20 ำC/min to 210 ำC,   ramp
  3 ำC/min to 310 ำC,  ramp 5 ำC/min 2 ำC/min to 250 ำC,  ramp 10 ำC/min to 
  to 320 ำC,  ramp 10 ำC/min to 330 ำC 330 ำC,  hold 22 10 ำC/min to 330 ำC
  (hold 7 min)  (hold 7 min)
 He flow (constant flow)(ml/min) 1.0 1.0
 Injection volume (µl) 2 2

HRMS :  
 Transfer line temp ( ำC) 250 250
 Ion source temp ( ำC) 280 280
 Ionization mode EI+ EI+
 Electron Energy (eV) 634 634
 Trap (µA) 4.20 4.20
 Scanning technique VSIR (voltage single ion recording) VSIR (voltage single ion recording)
 Dwell time (ms) Native compounds 100 ms,  labeled Native compounds 100 ms,  labeled  
   compounds  25 ms
 VSIR1 (M,  M+2 and lock mass) 12C12,  

13C12-TCDD/F and 330.9792 12C12,  
13C12-PCB28,  52 and 292.9824 

 (RT range,  min) (18.00-22.50) (14.00-19.00)
 VSIR2 (M+2,  M+4 and lock mass)  12C12,  

13C12-PeCDD/Fs and 342.9792 12C12,  
13C12-PCB77,  81,  101,  105,  114,  

 (RT range,  min)  (22.50-26.50) 118,  123,  126,  138,  153,  156 and
   318.9792  (19.00-30.80)
 VSIR3 (M,  M+2,  M+4 and 12C12,  

13C12-HxCDDs/Fs and 2C12,  
13C12-PCB157,  167,  169,  180,  189

 lock mass) (RT range,  min) 380.9760 (26.50-31.00) and 380.9760 (30.80-40.00)
 VSIR4 (M,  M+2,  M+4 and 12C12,  

13C12-HpCDDs/Fs and
 lock mass) (RT range,  min) 416.9760 (31.00-35.50) -
 VSIR5 (M+2,  M+4 and lock mass) 12C12,  

13C12-OCDDs/Fs and
 (RT range,  min) 454.9728 (35.50–42.50) -
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การคำานวณ
การคำานวณแบ่งออกเป็น 2 ขั้นตอนคือ ขั้นตอนแรกเป็นการจัดการกับพีค  สร้างกราฟมาตรฐานและคำานวณ

ปริมาณสารในตัวอย่างของเหลวสกัดด้วยโปรแกรม MasslynxTM v 4.1   และขั้นตอนที่สองเป็นการคำานวณหาปริมาณ
และสมมูลความเป็นพิษของสารแต่ละตัวในไขมันที่ได้จากตัวอย่าง รวมถึงคำานวณปริมาณผลรวมสมมูลความเป็นพิษ 
ของสารแต่ละกลุ่มโดยใช้โปรแกรม Microsoft Excel 2007

ผล
การพัฒนาวิธี

ผู้วิจยัและคณะลดปรมิาณของสารมาตรฐานไอโซโทปกลุม่ 13C12-PCDDs/DFs สารละลายมาตรฐานไอโซโทป
กลุ่ม 13C12-DL-PCBs  และ สารละลายมาตรฐานไอโซโทปกลุ่ม 13C12-NDL-PCBs สำาหรับทำาเป็น Extraction 
Standard ที่เติมลงในตัวอย่างก่อนการสกัด ซ่ึงจะทำาให้ในสารสกัดบริสุทธิ์ของตัวอย่างก่อนการฉีดเข้าเครื่อง 
HRGC/HRMS มคีวามเข้มข้นสารมาตรฐานไอโซโทปกลุม่ 13C12-PCDDs/Fs ทกุตวัเท่ากบั  2.5 พโิกกรมั/ไมโครลติร 
ยกเว้น 13C12-OCDD จะม ี5.0 พโิกกรมั/ไมโครลติร และสารมาตรฐานไอโซโทปกลุม่ 13C12-DL-PCBs/NDL-PCBs 
ทกุตวัมคีวามเข้มข้นเท่ากบั 5.0 พโิกกรมั/ไมโครลติร ดงัน้ันจงึต้องเจอืจางสารมาตรฐานสำาหรบัการสร้างกราฟมาตรฐาน
ทัง้ 5 ระดบั เพือ่ให้มคีวามเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานไอโซโทปกลุม่ดังกล่าวเท่ากับในสารละลายตัวอย่างสกดับรสิทุธิ์  
และได้ทดสอบความเป็นเส้นตรง (ตารางที่ 3)

ต่อมาได้ปรับขั้นตอนการสกัด ข้ันตอนการทำาให้บริสุทธิ์ขึ้น และข้ันตอนการแยกสารกลุ่ม PCDDs/Fs,  
DL-PCBs และ NDL-PCBs (Fractionation) ซ่ึงได้วิธีดังที่อธิบายไว้ในตอนต้น เพื่อยืนยันความถูกต้องและ 
น่าเชื่อถือของวิธีที่พัฒนานี้ ได้ทดสอบความถูกต้องของวิธีซึ่งได้ผลดังต่อไปนี้

การทดสอบความเป็นเส้นตรง 
ในงานวิจัยน้ีการตรวจวิเคราะห์เชิงปริมาณของสารกลุ่มดังกล่าวใช้เทคนิคการเจือจางไอโซโทป (isotope 

dilution) ซ่ึงสร้างกราฟมาตรฐานแบบ isotope dilution calibration (ยกเว้น 1,  2,  3,  7,  8,  9-HxCDD,  OCDF 
และ PCB 138) โดยหา Relative response factor (RRF) จากการทดสอบฉีดสารมาตรฐานปริมาตร 2 ไมโครลิตร 
ทั้ง 5 ระดับตามที่กล่าวหัวข้อสารมาตรฐานและการเตรียม พบว่าสารทุกตัวที่ต้องการวิเคราะห์มีค่า %CV อยู่ระหว่าง 
2.04 - 12.32% และการตรวจวิเคราะห์เชิงปริมาณสาร 1,  2,  3,  7,  8,  9-HxCDD,  OCDF และ PCB 138 ใช้วิธี  
internal standard ซึ่งสร้างกราฟมาตรฐานแบบ  internal standard calibration  พบว่าสารทั้ง 3 ตัว ได้ค่า %CV 
อยู่ระหว่าง 4.34 - 7.71%  ดังมีรายละเอียด (ตารางที่ 3)

จากการวิเคราะห์ตัวอย่างนมผงสำาหรับทารก 7 ซำ้า และใช้โปรแกรม MasslynxTM v 4.1 (TargetLynx) 
โดยตั้งค่าอัตโนมัติในการหา LOD และ LOQ แล้วนำามาคำานวณต่อโดยเพิ่มปริมาตรสุดท้ายของสารสกัดตัวอย่างและ
ปริมาณไขมันในตัวอย่าง (ตารางที่ 4) ซึ่งค่า LOQ ที่ได้มีความสำาคัญมากและนำาไปใช้ในการคำานวณหาค่าปริมาณรวม 
ความเป็นพิษของกลุ่มสาร สรุปค่า LOQ สำาหรับสารกลุ่มไดออกซินมีค่า 0.06 - 0.32 pg/g fat ยกเว้น OCDD/F 
ยังต้องพิสูจน์อีกครั้ง และค่า LOQ  สำาหรับสารกลุ่มพีซีบีคล้ายไดออกซินและพีซีบีชี้บ่งมีค่า 1.85 และ 3.50 pg/g fat 
ตามลำาดับ 
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ปริมาณสารมาตรฐานและความเป็นเส้นตรง
 ชื่อสาร ปริมาณ %CV ชื่อสาร ปริมาณ %CV 
  ต่ำาสุด-สูงสุด (pg) or %RSD  ต่ำาสุด-สูงสุด (pg) or %RSD

2,  3,   7,  8-TCDD 0.10  - 10.0 8.85 2,  3,  4,  7,  8-PeCDF 0.50- 25.0 5.04
1,  2,  3,  7,  8-PeCDD 0.50  - 25.0 6.14 1,  2,  3,  4,  7,  8-HxCDF 0.50- 25.0 2.76
1,  2,  3,  4,  7,  8-HxCDD 0.50  - 25.0 3.61 1,  2,  3,  6,  7,  8-HxCDF 0.50- 25.0 5.06
1,  2,  3,  6,  7,  8-HxCDD 0.50  - 25.0 3.03 1,  2,  3,  7,  8,  9-HxCDF 0.50- 25.0 4.72
1,  2,  3,  7,  8,  9-HxCDD 0.50  - 25.0 4.34 2,  3,  4,  6,  7,  8-HxCDF 0.50- 25.0 7.21
1,  2,  3,  4,  6,  7,  8-HpCDD 0.50  - 25.0 2.04 1,  2,  3,  4,  6,  7,  8-HpCDF 0.50- 25.0 7.69
OCDD 1.00  - 100.0 9.18 1,  2,  3,  4,  7,  8,  9-HpCDF 0.50- 25.0 9.52
2,  3,  7,  8-TCDF 0.10  - 0.0 11.45 OCDF 1.00- 100.0 7.71
1,  2,  3,  7,  8-PeCDF  0.50  - 25.0 7.88 
PCB 77 0.67  - 53.33 5.89 PCB 157 0.67- 53.33 12.32
PCB 81 0.67  - 53.33 6.49 PCB 167 0.67- 53.33 6.95
PCB 126 0.67  - 53.33 4.37 PCB 189 0.67- 53.33 7.01
PCB 169 0.67  - 53.33 6.73 PCB 28 0.33- 166.67 7.30
PCB 105 0.67  - 53.33 6.78 PCB 52 0.33- 166.67 7.88
PCB 114 0.67  - 53.33 7.18 PCB 101 0.33- 166.67 7.15
PCB 118 0.67  - 53.33 4.94 PCB 138 0.33- 166.67 5.14
PCB 123 0.67  - 53.33 6.30 PCB 153 0.33- 166.67 3.79
PCB 156 0.67  - 53.33 7.41 PCB 180 0.33 - 166.67 3.34

 ชื่อสาร LOD  LOQ  ชื่อสาร  LOD  LOQ
  (pg/g) (pg/g)  SD %R*  (pg/g) (pg/g)  SD %R*
2,  3,  7,  8-TCDD 0.05 0.06 0.02 121.4 2,  3,  4,  7,  8-PeCDF 0.05 0.32 0.06 108.9
1,  2,  3,  7,  8-PeCDD 0.05 0.32 0.06 94.4 1,  2,  3,  4,  7,  8-HxCDF 0.05 0.32 0.08 106.4
1,  2,  3,  4,  7,  8-HxCDD 0.07 0.32 0.06 89.4 1,  2,  3,  6,  7,  8-HxCDF 0.05 0.32 0.06 102.3
1,  2,  3,  6,  7,  8-HxCDD 0.07 0.32 0.10 104.7 1,  2,  3,  7,  8,  9-HxCDF 0.08 0.32 0.05 94.9
1,  2,  3,  7,  8,  9-HxCDD 0.07 0.32 0.17 74.7 2,  3,  4,  6,  7,  8-HxCDF 0.07 0.32 0.11 83.6
1,  2,  3,  4,  6,  7,  8-HpCDD 0.06 0.32 0.08 127.7 1,  2,  3,  4,  6,  7,  8-HpCDF 0.06 0.32 0.08 113.6
OCDD  1.33 0.64 0.65 211.1 1,  2,  3,  4,  7,  8,  9-HpCDF 0.08 0.32 0.09 131.1
2,  3,  7,  8-TCDF 0.04 0.06 0.02 75.7 OCDF 1.47 0.64 0.70 271.6
1,  2,  3,  7,  8-PeCDF 0.05 0.32 0.05 132.0 
LOQ มีผลรวมไดออกซิน (WHO-PCDDs/Fs,   pg TEQ/g fat) : lower bound       0.732 0.14 100.3
LOQ มีผลรวมไดออกซิน (WHO-PCDDs/Fs,   pg TEQ/g fat) : medium bound       0.732 0.14 100.3
LOQ มีผลรวมไดออกซิน (WHO-PCDDs/Fs,   pg TEQ/g fat) : upper bound       0.732 0.14 100.3
PCB 77  0.35 1.85 0.48 103.2 PCB 118 0.28 1.85 1.29 105.4
PCB 81  0.38 1.85 0.38 89.3 PCB 123 0.32 1.85 0.68 88.9
PCB 126  0.56 1.85 0.85 98.2 PCB 156 0.72 1.85 1.16 104.6
PCB 169  0.34 1.85 0.94 99.4 PCB 157 0.26 1.85 2.99 397.4
PCB 105  0.35 1.85 0.80 116.1 PCB 167 0.22 1.85 1.04 98.1
PCB 114  0.30 1.85 0.45 90.4 PCB 189 1.66 1.85 0.71 111.2
LOQ มีผลรวมพีซีบีคล้�ยไดออกซิน (WHO-DL-PCBs,   pg TEQ/g fat) : lower bound       0.671   0.10 98.5
LOQ มีผลรวมพีซีบีคล้�ยไดออกซิน (WHO-DL-PCBs,   pg TEQ/g fat) : medium bound     0.671   0.10 98.5
LOQ มีผลรวมพีซีบีคล้�ยไดออกซิน (WHO-DL-PCBs,   pg TEQ/g fat) : upper bound     0.671   0.10 98.5
LOQ มีผลรวม WHO-PCDDs/Fs-DL-PCBs,   pg TEQ/g fat : lower bound         1.396     0.21 99.2
LOQ มีผลรวม WHO-PCDDs/Fs-DL-PCBs,   pg TEQ/g fat : medium bound         1.396     0.21 99.2
LOQ มีผลรวม WHO-PCDDs/Fs-DL-PCBs,   pg TEQ/g fat : upper bound         1.396     0.21 99.2
PCB 28  0.96 3.50 0.14 73.4 PCB 138 0.33 3.50 0.13 121.1
PCB 52  0.83 3.50 0.14 116.6 PCB 153 0.30 3.50 0.11 100.1
PCB 101  0.61 3.50 0.10 95.1 PCB 180 0.86 3.50 0.16 114.8
LOQ มีผลรวมพีซีบีไม่คล้ายไดออกซิน (NDL-PCBs,   pg/g fat) : lower bound   24.5 0.70 115.2
LOQ มีผลรวมพีซีบีไม่คล้ายไดออกซิน (NDL-PCBs,   pg/g fat) : medium bound  24.5 0.70 115.2
LOQ มีผลรวมพีซีบีไม่คล้ายไดออกซิน (NDL-PCBs,   pg/g fat) : upper bound  24.5 0.70 115.2

* %R: ร้อยละการกลับคืน (%recovery)

ตารางที่ 4 ค่า LOD และ LOQ ของสารแต่ละตัวในสารกลุ่ม PCCDs/Fs และสารกลุ่ม DL/NDL-PCBs

ตารางที่ 3 ความเป็นเส้นตรงของสารแต่ละตัวในสารกลุ่ม PCDDs/Fs และสารกลุ่ม DL/NDL-PCBs 
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ความแม่นและความเที่ยง
จากการทดสอบโดยการเตมิสารมาตรฐานกลุม่ดงักล่าวลงในตวัอย่างนมผงทีร่ะดบั LOQ (ตารางที ่4) ระดบั

สูงสุดที่ยอมให้ตรวจพบได้ (ตารางที่ 5) การวิเคราะห์ในตัวอย่างวัสดุอ้างอิงนมผงของสารกลุ่มไดออกซินทุกตัวที่มีค่า
มากกว่าขีดจำากัดการวัดเชิงปริมาณได้ร้อยละการกลับคืนอยู่ในช่วง 87.9 - 120.6 (ตารางที่ 6) และได้เข้ารวมทดสอบ
ความชำานาญระหว่างห้องปฏบัิตกิารกบั Bipea ประเทศฝรัง่เศสในการตรวจวิเคราะห์สารกลุม่ NDL-PCBs ในตวัอย่าง
นมผง พบว่าความเที่ยงแสดงในค่า Z-score อยู่ในช่วง -1.60 ถึง +1.35 (ตารางที่ 7)

2,  3, 7, 8-TCDD 0.20 121.4 ± 8.7 8.37 2, 3, 4, 7, 8-PeCDF 0.98 104.3 ± 8.4 5.48
1, 2, 3, 7, 8-PeCDD 0.98 108.4 ± 6.3 7.06 1, 2, 3, 4, 7, 8-HxCDF 0.98 104.6 ± 3.6 6.27
1, 2, 3, 4, 7, 8-HxCDD 0.98 108.6 ± 5.8 6.67 1, 2, 3, 6, 7, 8-HxCDF 0.98 102.1 ± 5.3 4.90
1, 2, 3, 6, 7, 8-HxCDD 0.98 109.3 ± 7.2 8.54 1, 2, 3, 7, 8, 9-HxCDF 0.98 104.1 ± 6.1 6.43
1, 2, 3, 7, 8, 9-HxCDD 0.98 101.3 ± 11.4 13.35 2, 3, 4, 6, 7, 8-HxCDF 0.98 103.6 ± 4.6 5.29
1, 2, 3, 4, 6, 7, 8 - HpCDD 0.98 107.9 ± 7.3 6.95 1, 2, 3, 4, 6, 7, 8-HpCDF 0.98 109.3 ± 4.7 6.43
OCDD  1.96 200.2 ± 16.3 9.97 1, 2, 3, 4, 7, 8, 9-HpCDF 0.98 101.8 ± 3.0 5.29
2, 3, 7, 8-TCDF 0.20 112.1 ± 10.9 8.57 OCDF 1.96 228.8 ± 56.4 24.41
1, 2, 3, 7, 8-PeCDF 0.98 108.6 ± 4.2 4.53    
ผลรวมไดออกซิน (WHO-PCDDs/Fs,  pg TEQ/g fat): lower bound      2.420  108.0 ± 5.2 6.77
ผลรวมไดออกซิน (WHO-PCDDs/Fs,  pg TEQ/g fat): medium bound      2.420  108.0 ± 5.2 6.77
ผลรวมไดออกซิน (WHO-PCDDs/Fs,  pg TEQ/g fat): upper bound      2.420 108.0 ± 5.2 6.77
 PCB 77  22.03 104.9 ± 5.3 5.96 PCB 118 22.03 124.1 ± 5.2 6.20
 PCB 81  22.03 104.6 ± 4.9 5.63 PCB 123 22.03 112.3 ± 2.5 3.33
 PCB 126  22.03 114.0 ± 8.2 7.08 PCB 156 22.03 114.5 ± 4.5 3.82
 PCB 169  22.03 98.3 ± 6.0 5.28 PCB 157 22.03 154.9 ± 4.6 4.34
 PCB 105  22.03 132.8 ± 3.5 5.10 PCB 167 22.03 109.1 ± 3.4 3.37
 PCB 114  22.03 117.5 ± 4.3 5.14 PCB 189 22.03 107.4 ± 3.0 4.14
ผลรวมพีซีบีคล้ายไดออกซิน (WHO-DL-PCBs,  pg TEQ/g fat): lower bound      3.175 110.4 ± 6.5 5.60
ผลรวมพีซีบีคล้ายไดออกซิน (WHO-DL-PCBs,  pg TEQ/g fat): medium bound    3.175 110.4 ± 6.5 5.60
ผลรวมพีซีบีคล้ายไดออกซิน (WHO-DL-PCBs,  pg TEQ/g fat): upper bound    3.175 110.4 ± 6.5 5.60
ผลรวม WHO-PCDDs/Fs-DL-PCBs,  pg TEQ/g fat: lower bound        5.595 109.3 ± 4.9 5.02
ผลรวม WHO-PCDDs/Fs-DL-PCBs,  pg TEQ/g fat: medium bound        5.595 109.3 ± 4.9 5.02
ผลรวม WHO-PCDDs/Fs-DL-PCBs,  pg TEQ/g fat: upper bound        5.595 109.3 ± 4.9 5.02
 PCB 28  0.61 101.11 ± 0.7 10.58 PCB 138 0.61 100.5  ± 5.1 6.54
 PCB 52  0.61 119.6 ± 10.0 9.00 PCB 153 0.61 103.6 ± 4.8 4.89
 PCB 101  0.61 119.9 ± 6.0 6.06 PCB 180 0.61 161.3 ± 26.0 17.98
ผลรวมพีซีบีไม่คล้ายไดออกซิน (NDL-PCBs,  pg/g fat): lower bound  42.30 115.2 ± 3.7 3.54
ผลรวมพีซีบีไม่คล้ายไดออกซิน (NDL-PCBs,  pg/g fat): medium bound 42.30 115.2 ± 3.7 3.54
ผลรวมพีซีบีไม่คล้ายไดออกซิน (NDL-PCBs,  pg/g fat): upper bound 42.30 115.2 ± 3.7 3.54

 
ชื่อสาร

 spiked   n = 6 
ชื่อสาร 

 spiked  n = 6
  level %R %RSD  level  %R %RSD 
  (pg/g)  mean ± SD   (pg/g)  mean ± SD

ตารางที่ 5 ความแม่นและความเที่ยงของการเติมสารมาตรฐานกลุ่ม PCDDs/Fs และ PCBs ที่ระดับ ML

* %R: ร้อยละการกลับคืน (%recovery)
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    ปริมาณจากการวิเคราะห์ (pg/g fat)
 ชื่อสาร certified value
  (pg/g fat) ครั้งที่ 1 (%Recovery) ครั้งที่ 2 (%Recovery) ครั้งที่ 3 (%Recovery)

2,3,7,8-TCDD 0.25 0.24 (96.0) 0.26 (104.0) 0.26 (104.0)
2,3,7,8-TCDF 0.05 0.035 (70.0) 0.045 (90.0) 0.045 (90.0)
1,2,3,7,8-PeCDD 0.79 0.91 (115.2) 0.80 (101.3) 0.84 (106.3)
1,2,3,7,8-PeCDF 0.054 0.06 (111.1) 0.04 (74.1) 0.04 (74.1)
2,3,4,7,8-PeCDF 1.81 1.77 (97.8) 1.79 (98.9) 1.83 (101.1)
1,2,3,4,7,8-HxCDD 0.42 0.39 (92.9) 0.38 (90.5) 0.39 (92.9)
1,2,3,6,7,8-HxCDD 0.98 0.97 (99.0) 0.97 (99.0) 0.88 (89.8)
1,2,3,7,8,9-HxCDD 0.34 0.39 (114.7) 0.37 (108.8) 0.41 (120.6)
1,2,3,4,7,8-HxCDF 0.94 0.98 (104.3) 0.90 (95.7) 1.01 (107.4)
1,2,3,6,7,8-HxCDF 1.01 1.07 (109.9) 1.15 (113.9) 0.98 (97.0)
2,3,4,6,7,8-HxCDF 1.07 1.12 (104.7) 1.07 (100.0) 0.94 (87.9)

 ชื่อสารกลุ่ม Assigned value ปริมาณจากการวิเคราะห์ ค่า Z-score เกณฑ์การยอมรบั
 NDL-PCBs (pg/g fat)  (pg/g fat)  Z-score ± 2
 PCB 28 0.80 0.40 -1.60 satisfied
 PCB 52 0.80 0.60 -0.80 satisfied
 PCB 101 3.5 3.0 -0.48 satisfied
 PCB 138 1.6 2.1 1.00 satisfied
 PCB 153 4.1 2.7 -1.12 satisfied
 PCB 180 5.7 8.0 1.35 satisfied
 sum of  the NDL-PCBs 16.2 16.9 0.14 satisfied

วิจารณ์
ดังที่กล่าวมาแล้วการวิเคราะห์สารกลุ่มไดออกซินและกลุ่มพีซีบีประกอบด้วย 5 ขั้นตอนหลัก ผู้วิจัยและคณะ

ได้พัฒนาและปรับขั้นตอนต่างๆ คือ
1) ลดความเข้มข้นสารละลายมาตรฐานไอโซโทปกลุม่ 13C12-PCDDs/Fs ซ่ึงเป็น Extraction Standard 

และ Internal Standard Spiking Solution เป็น 2.5 พิโกกรัมต่อไมโครลิตร ซ่ึงน้อยกว่าวิธีของ US-EPA 
1613 revision B(9) และวิธีที่ได้จากการฝึกอบรมเชิงปฏิบัติการที่ห้องปฏิบัติการเคมีสิ่งแวดล้อม มหาวิทยาลัยอูเมียว 
(Umeå university) ประเทศสวีเดนเมื่อปี พ.ศ. 2553 และวิธีที่ได้จากการฝึกอบรมเชิงปฏิบัติการที่ห้องปฏิบัติการ
บริษัท IDEA Consultants,  Inc. จังหวัดชิซุโอะกะ (Shizuoka) ประเทศญี่ปุ่นเมื่อปี พ.ศ. 2554 และงานวิจัยของ 
Joseph Ferrario และคณะ(12) ซึ่งใช้ในช่วง 5-100 พิโกกรัมต่อไมโครลิตร เพื่อให้เหมาะสำาหรับการตรวจวิเคราะห์
ในนมผงซึ่งต้องวิเคราะห์ในระดับส่วนในล้านล้านส่วน (part per trillion, ppt)

ตารางที่ 6 ความเที่ยงของสารแต่ละตัวในสารกลุ่ม PCDDs/Fs ซ่ึงได้จากการวิเคราะห์ตัวอย่างวัสดุ อ้างอิงนมผง 
(Reference material No 607 Natural spray-dried milk powder)

ตารางที่ 7 ความเที่ยงของสารกลุ่ม NDL-PCBs ในตัวอย่างนมผง จากการเข้าร่วมทดสอบความชำานาญระหว่าง 
ห้องปฏิบัติการกับ Bipea ประเทศฝรั่งเศส
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2) ลดความเข้มข้นสารละลายมาตรฐานไอโซโทปกลุ่ม 13C12-DL-PCBs และกลุ่ม 13C12-NDL-PCBs 
เป็น 5 พิโกกรัมต่อไมโครลิตร ซ่ึงน้อยกว่าวิธีของ US-EPA 1668 revision B(10) และวิธีที่ได้จากการฝึกอบรม 
เชิงปฏิบัติการที่ห้องปฏิบัติการเคมีสิ่งแวดล้อม มหาวิทยาลัยอูเมียว (Umeå university) ประเทศสวีเดนเมื่อปี  
พ.ศ. 2553 และวิธทีีไ่ด้จากการฝึกอบรมเชิงปฏบัิตกิารทีห้่องปฏบัิตกิารบรษิทั IDEA Consultants,  Inc. จงัหวัดชิซุโอะกะ 
(Shizuoka) ประเทศญี่ปุ่นเมื่อปี พ.ศ. 2554  ซึ่งใช้ในช่วง 5-500 พิโกกรัมต่อไมโครลิตร เหตุผลในการกระทำานี้ 
เช่นเดียวกับที่กล่าวไว้ในข้อที่ผ่านมา

3) เพ่ิมปริมาณตัวอย่างนมผงในการสกัดสารกลุ่มไดออกซินและพีซีบีเพื่อให้วิธีน้ีมี LOQ เป็นไปตาม 
ข้อกำาหนดของสหภาพยโุรป ซ่ึงส่งผลให้มสีารรบกวนมากขึน้โดยเหน็ได้ชัดเจนจากการหาร้อยละการกลบัคนืของ OCDD,  
OCDF และ PCB 157 ที่คำานวณได้ในช่วงร้อยละ 211.1-397.4 (ตารางที่ 4) ซ่ึงสารทั้ง 3 ตัวน้ีมีค่าสมมูลความ 
เป็นพิษตำ่ามากจึงไม่ส่งผลต่อการคำานวณร้อยละการกลับคืนของผลรวมค่าสมมูลความเป็นพิษของสารทั้งหมด

4) ลดขัน้ตอนการทำาให้สารสกดัตวัอย่างบรสิทุธิข์ึน้ ปกตสิารกลุม่ดงักล่าวจะถกูสกดัออกมาพร้อมกบัไขมนั
และสารรบกวนอื่นๆ ซึ่งมีปริมาณมากมายมหาศาลเมื่อเทียบกับสารที่สนใจ  ในงานวิจัยนี้เลือกใช้กรดซัลฟิวริกเข้มข้น 
และใช้ multilayer silica column เพื่อกำาจัดไขมันที่สกัดได้ประมาณ 15 กรัม เมื่อเปรียบเทียบกับห้องปฏิบัติการ
เคมีสิ่งแวดล้อม คณะเคมี มหาวิทยาลัยอูเมียว ประเทศสวีเดน(12) ที่ใช้หลักการแพร่ผ่านเย่ือเลือกผ่าน (dialysis) 
เพื่อกำาจัดไขมันท่ีไม่เกิน 20 กรัม ซ่ึงมีข้อเสียหลักคือต้องใช้เวลาอย่างน้อย 3 วัน และต้องใช้อุปกรณ์เฉพาะเจาะจง  
หรือ ใช้ multilayer silica column หลายคอลัมน์ ซึ่งจะต้องใช้ซิลิกาและตัวทำาละลายปริมาตรมาก และฝ่ายความ
ปลอดภยัของอาหาร สำานักยาและอาหารปลอดภัย  กระทรวงสาธารณสขุ ประเทศญ่ีปุ่น(13) เลอืกใช้ 3 วิธ ีเพือ่กำาจดัไขมนั 
ได้แก่ การใช้ Acetonitrile partition การใช้กรดซัลฟิวริกเข้มข้น และการใช้ multilayer silica column ซึ่งจะต้อง
ใช้เวลาและตัวทำาละลายมากขึ้นเมื่อเทียบกับงานวิจัยนี้

5) ปรบัขัน้ตอนการแยกสารกลุม่ PCDDs/Fs, DL-PCBs และ NDL-PCBs ในขัน้ตอนน้ีผู้วิจยัและคณะ
เลือกใช้เพียง mixed mode solid phase extraction กล่าวคือบรรจุ multilayer silica อยู่บนชั้น basic alumina 
ซ่ึงจะช่วยลดเวลาและปริมาณสารละลายอินทรีย์ เมื่อเปรียบเทียบกับขั้นตอนท่ีใช้คอลัมน์บรรจุของแข็งดูดซับ (solid 
phase extraction) ชนิด basic alumina(12)  หรือ activated carbon(12, 13)  และหลังจากแยกสารทั้งสามกลุ่ม 
ออกจากกันแล้ว ต้องนำาทั้งสามส่วน (3 fractions) ไประเหยและทำาให้บริสุทธิ์ขึ้นด้วย multilayer silica column 
หรอื activated carbon ผสมซิลกิาอกีครัง้  ซ่ึงหมายถงึต้องใช้เวลาเพ่ิมขึน้อย่างน้อย 6 ช่ัวโมง และยงัต้องใช้สารละลาย
เพิ่มขึ้นด้วย หรือไม่เช่นนั้นก็ต้องใช้โทลูอีนเกรดพิเศษสำาหรับการตรวจวิเคราะห์สารกลุ่มไดออกซินเท่านั้น ซึ่งล้วนเป็น
ข้อด้อยเมื่อเทียบกับวิธีที่ทดลองในงานวิจัยนี้

จากผลการทดสอบความถูกต้องของวิธีในแต่ละหัวข้อ ค่าที่ได้เทียบกับการประกันคุณภาพที่ยอมรับในวิธี 
US-EPA 1613 revision B(9) และ  US-EPA 1668 revision B(10) พบว่า  ความเป็นเส้นตรง (linearity) ของ
เทคนิค isotope dilution ต้องพิจารณาจากค่า %CV ของค่า relative response ของสารมาตรฐาน 5 ระดับ ต้อง
ไม่เกิน 20% ซ่ึงเม่ือเทียบกับท่ีได้ในงานวิจัยน้ีมีค่าระหว่าง 2.04-12.32% ดังน้ันวิธีวิเคราะห์น้ีจึงเหมาะสำาหรับนำาไป
ใช้งานและมีสารบางตัวที่ใช้เทคนิค internal standard ได้แก่ 1, 2, 3, 7, 8, 9-HxCDD,  OCDF และ PCB 138  
การพิจารณาความเป็นเส้นตรงต้องพิจารณาจากค่า %CV ของค่า response factor ของสารมาตรฐาน 5 ระดับ ต้อง
ไม่เกิน  35% ซึ่งเมื่อเทียบกับที่ได้ในงานวิจัยนี้สารทั้ง 3 ตัว มีค่าระหว่าง 4.34-7.71%  ดังนั้นวิธีวิเคราะห์นี้จึงเหมาะ
สำาหรับนำาไปใช้งาน 

ต่อมาพิจารณาผลการทดสอบความถูกต้องของวิธีในหัวข้อขีดจำากัดของการวัดเชิงปริมาณ ในวิธี US-EPA 
1613 revision B(9) และ US-EPA 1668 revision B(10) ไม่มีข้อมูลสำาหรับค่า LOQ ในตัวอย่างนมแต่สำาหรับ
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สหภาพยุโรป(14) ระบุว่า ค่า LOQ ของวิธีควรมีค่าเท่ากับเศษหนึ่งส่วนห้าของค่า ML ซึ่งในตัวอย่างนมกำาหนดค่า ML 
ของสารกลุ่ม PCDDs/Fs เท่ากับ 2.5 pg TEQ/g fat ผลรวมของสารกลุ่ม PCDDs/Fs กับสารกลุ่ม DL-PCBs 
เท่ากับ 5.5 pg TEQ/g fat และสารกลุ่ม NDL-PCBs เท่ากับ 40 ng/g fat  ดังนั้นค่า LOQ ของสารแต่ละกลุ่ม 
ควรมีค่าประมาณ 0.50 pg TEQ/g fat, 1.1 pg TEQ/g fat และ 8 ng/g fat ตามลำาดับ ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบ 
กับค่าที่หาได้จากงานวิจัยนี้เท่ากับ 0.732  pg TEQ/g fat,  1.396 pg TEQ/g fat และ 0.0245 ng/g fat ตามลำาดับ 
ถ้าพิจารณาจากค่าน้ีสรปุว่าวิธวิีเคราะห์น้ีต้องเพิม่ปรมิาณตวัอย่างมากขึน้ เพือ่ให้ได้ไขมันเพิม่ขึน้หรอืลดปรมิาตรสดุท้าย 
ของสารสกัดบริสุทธิ์ลงประมาณร้อยละ 25 เพื่อให้ค่า LOQ ของสารกลุ่ม PCDDs/Fs และ LOQ ผลรวม 
ของสารกลุ่ม PCDDs/Fs กับสารกลุ่ม DL-PCBs มีค่าไม่เกินที่สหภาพยุโรปให้การยอมรับ 

ความแม่นและความเทีย่งของวิธจีากผลการทดสอบความถกูต้องของวิธกีารตรวจวิเคราะห์สารกลุม่ PCDDs/
Fs และ DL-PCBs ซึ่งสหภาพยุโรป(14) กำาหนดไว้ที่หัวข้อจุดวิกฤติ (Analytical criteria) ของวิธีวิเคราะห์กล่าวว่า 
ผลรวมปริมาณความเป็นพิษสมมูลของสารกลุ่ม PCDDs/Fs สารกลุ่ม DL-PCBs และผลรวมของสารทั้งสองกลุ่ม ที่
ระดับ ML หรือระดับ action level ค่าความแม่น (trueness) ของวิธีควรมีค่าอยู่ในช่วง -20% ถึง +20%  พบว่างาน
วิจัยนี้มีค่า ± 5.2 ± 6.5 และ ± 4.9 ตามลำาดับ และความเที่ยงของ within-laboratory reproducibility (RSDR) 
ของวิธีควรมีค่าน้อยกว่า 15% ตามลำาดับ ซึ่งผลที่ได้จากงานวิจัยนี้มีค่า 6.77, 5.60 และ 5.02 ตามลำาดับ เมื่อพิจารณา
จากค่าเหล่านี้ กล่าวได้ว่าเหมาะสำาหรับนำาไปใช้งาน 

ความแม่นและความเที่ยงของวิธีจากผลการทดสอบความถูกต้องของวิธีการตรวจวิเคราะห์สารกลุ ่ม 
NDL-PCBs ซึ่งสหภาพยุโรป(14) กำาหนดไว้ที่หัวข้อจุดวิกฤติของวิธีวิเคราะห์ (analytical criteria) ที่ระดับ ML 
หรือระดับ action level ค่าความแม่น (trueness) ของวิธีควรมีค่าอยู่ในช่วง -30% ถึง +30% พบว่างานวิจัยนี้มีค่า 
± 3.7 และความเที่ยงของ intermediate precision (RSD) ของวิธีควรมีค่า ≤ 20% ซ่ึงงานวิจัยน้ีมีค่า 3.54 
เมื่อพิจารณาจากค่าเหล่านี้ กล่าวได้ว่าเหมาะสำาหรับนำาไปใช้งาน

นอกเหนือจากการเติมสารมาตรฐานที่สนใจลงในตัวอย่างก่อนสกัด  ผู้วิจัยและคณะยังได้ประเมินความแม่น
ของวิธกีารตรวจวิเคราะห์สารกลุม่ PCDDs/Fs ในนมผงอ้างอิง (reference material No 607 Natural spray-dried 
milk powder) ผลที่ได้เมื่อเปรียบเทียบกับ certified value พบว่าใกล้เคียงหรือเมื่อคำานวณเป็นร้อยละการกลับคืน
ได้ค่าในช่วง 70.0-120.6 ซ่ึงเป็นค่าทีย่อมรบัได้สำาหรบัการตรวจวิเคราะห์สารในระดับ ppt และยังได้ประเมนิความแม่น
ของวิธกีารตรวจวิเคราะห์สารกลุม่ NDL-PCBs ในนมผงโดยเข้าร่วมโปรแกรมการทดสอบความชำานาญการกบัองค์กร 
ในประเทศฝรั่งเศส ผลการประเมินได้ค่า Z-score อยู่ระหว่าง ±2 ซึ่งถือว่าพึงพอใจ

สรุป
ผลการศึกษาได้บรรลุตามวัตถุประสงค์ที่ตั้งไว้คือ ได้วิธีวิเคราะห์สารกลุ่มไดออกซิน พีซีบี-คล้ายไดออกซิน

และพีซีบีไม่คล้ายไดออกซินในตัวอย่างนมผงด้วย HRGC/HRMS ซึ่งช่วยให้ประหยัดเวลาและต้นทุนต่อหน่วย และ 
ได้ทดสอบความถูกต้องของวิธีพบว่าเหมาะสมสำาหรับนำาไปใช้งาน สามารถนำาไปใช้เป็นข้อมูลสนับสนุนการขอรับรอง
ระบบมาตรฐานสากล ISO/IEC17025:2005 และใช้ในงานให้บริการหรืองานวิจัยเชิงสำารวจการปนเปื้อนของสาร 
ทัง้สามกลุม่ในนม และผลติภณัฑ์ทีผ่ลติในประเทศหรอืนำาเข้าจากต่างประเทศต่อไป แต่มข้ีอควรระวังคอืเมือ่มกีารตรวจ
พบสาร OCDD, OCDF และ PCB 157 ปนเป้ือนในตวัอย่างนมผงปรมิาณสงูทีส่่งผลกระทบต่อค่าผลรวมสมมลูความ
เป็นพิษมากกว่าร้อยละ 10 ควรทดลองหาวิธีอื่นเพิ่มเติมเพื่อกำาจัดสารรบกวนและเมื่อได้ค่าที่พอใจจึงรายงานผล
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Method Development and validation for 
analysis of Dioxins, Dioxin-like PCBs 

and Non Dioxin-like PCBs in Milk Powder 
by HRGC/HRMS

Supat Sangsuay Sirichai Sunya and Sirinnicha Seemachaisin
Bureau of Quality and Safety of Food, Department of Medical Sciences, Tiwanond Road, Nonthaburi 
11000, Thailand

ABSTRACT Broad toxic and biochemical effects for PCDDs/Fs, DL-PCBs, and NDL-PCBs have  
been reported in laboratory animals. The most sensitive endpoints are developmental neurobehavioral effects, 
developmental reproductive effects and immunotoxic effects. More than 90% of human exposure is through 
food, mainly meat, fish and shellfish, milk and dairy products. It is widely known that the determination of  
PCDDs/Fs and DL/NDL-PCBs requires special expertise, sophisticated instrumentation as well as a lot of 
time, manpower and chemical substances. The objective of this study is to develop and to validate a method 
of analysis of PCDDs/Fs and DL/NDL-PCBs in milk powder. Based on EPA 1613B and 1668B method,  
the method had been modified by increasing sample weight, changing and adjusting some chemical  
substances in extraction, cleaning-up procedures and separation of PCDDs/Fs, DL-PCBs and NDL-PCBs  
in which the limits of quantitation correspond to 0.06 – 0.64, 1.85 and 3.50 pg/g fat, respectively. 

Key words: Dioxins, Dioxin-like PCBs, indicator PCBs, milk powder, extraction, HRGC/HRMS
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บทคัดย่อ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ได้พัฒนาระบบรับรองคุณภาพห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ตามมาตรฐานกระทรวง
สาธารณสุข ซึ่งเป็นการดำาเนินงานตามนโยบายกระทรวงสาธารณสุขที่กำาหนดเป็นตัวชี้วัดระดับกระทรวง ในปีงบประมาณ 2557 
เพือ่สง่เสริมห้องปฏิบัติการเป้าหมายทียั่งไมผ่่านการรับรองคุณภาพ หรือห้องปฏิบัติการทีย่งัไมไ่ด้ดำาเนินการตามระบบคุณภาพ 
ให้มีคุณภาพและมาตรฐานการบริการและได้รับการรับรองตามมาตรฐานกระทรวงสาธารณสุข จำานวน 434 แห่ง โดยมีขั้นตอน
สำาคัญในการดำาเนินการ ได้แก่ การจัดทำามาตรฐานห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ ประกอบด้วย ข้อกำาหนดด้านบริหารและ 
ด้านวิชาการ แบบตรวจติดตามและประเมินผล 80 ข้อ การจัดทำากระบวนการตรวจประเมิน การอบรมผู้ปฏิบัติงานของ 
ห้องปฏิบัติการให้มีความรู้และความเข้าใจในข้อกำาหนด และการจัดทำาคู่มือนโยบาย ข้อกำาหนดและเง่ือนไขการรับรอง
ระบบบริหารคุณภาพห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ตามมาตรฐานกระทรวงสาธารณสุข เพื่อใช้ในงานรับรองห้องปฏิบัติการ 
ทางการแพทย์สังกัดกระทรวงสาธารณสุข โดยห้องปฏิบัติการกลุ่มเป้าหมาย ได้รับการรับรอง 227 แห่ง และกลุ่มนอกเป้าหมาย 
ได้รับการรับรอง 179 แห่ง รวมเป็น 406 แห่ง และผลการตอบแบบสอบถามเพื่อประเมินผลความพึงพอใจของการรับรอง 
ห้องปฏิบัติการตามมาตรฐานกระทรวงสาธารณสุข ด้านการบริการ ด้านการตรวจประเมิน และด้านคุณภาพการบริการ คิดเป็น 
ร้อยละ 85.85 84.66 และ 85.81 ตามลำาดับ มากกว่าเกณฑ์ความพึงพอใจที่ต้ังไว้ ร้อยละ 80.00 ดังน้ันระบบการรับรองที่
จัดทำาขึ้น จึงนำาไปใช้ในการรับรองระบบบริหารคุณภาพห้องปฏิบัติการทางการแพทย์สังกัดกระทรวงสาธารณสุขเป็นกลุ่มแรก 
ได้สำาเร็จ และจะขยายการรับรองไปยังห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ภาคเอกชนต่อไป
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บทนำา
กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ โดยสำานักมาตรฐานห้องปฏิบัติการ และศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ ได้ส่งเสริม

และสนับสนุนให้ห้องปฏิบัติการโรงพยาบาลสังกัดสำานักงานปลัดกระทรวงสาธารณสุข นำาระบบคุณภาพไปดำาเนินการ
อย่างต่อเน่ือง ตามโครงการพฒันาระบบคณุภาพห้องปฏบัิตกิารทางการแพทย์ ตัง้แต่ปีงบประมาณ พ.ศ. 2547 - 2550  

การส่งเสริมและสนับสนุนทางวิชาการ ให้โรงพยาบาลทุกแห่งในสังกัดสำานักงานปลัดกระทรวงสาธารณสุข 
จำานวน 830 แห่ง ซ่ึงเป็นห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ภาครัฐกลุ่มใหญ่ของประเทศ เล็งเห็นความสำาคัญและร่วมมือ 
ในการพัฒนาระบบคณุภาพการตรวจวิเคราะห์ในห้องปฏบัิตกิารของโรงพยาบาล โดยการกำาหนดรปูแบบการพฒันาและ
เกณฑ์การพัฒนา การแต่งตั้งคณะกรรมการพัฒนาระบบคุณภาพห้องปฏิบัติการชันสูตรสาธารณสุข ตามคำาสั่งกระทรวง
สาธารณสุข  โดยห้องปฏิบัติการได้ดำาเนินการพัฒนาตามมาตรฐานห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ 2544 และมาตรฐาน
สากล ISO 15189(1)  

ต่อมาปีงบประมาณ พ.ศ. 2551-2552 กระทรวงสาธารณสุขกำาหนดให้เป็นตัวชี้วัดในแผนการตรวจราชการ
และนิเทศงานกรณปีกต ิโดยห้องปฏิบติัการสามารถเลอืกดำาเนินการตามระบบคณุภาพมาตรฐานงานเทคนิคการแพทย์ 
(LA) หรือ ISO 15189 Medical laboratories-Particular requirements for quality and competence 
ตามความเหมาะสมของพื้นที่ และประเมินผลตนเอง (Self-assessment) โดยใช้แบบตรวจประเมินระบบคุณภาพ 
(Check list) ของมาตรฐานงานเทคนิคการแพทย์ 100 ข้อ (คะแนน) สำาหรับมาตรฐานงานเทคนิคการแพทย์ 2551(2) 
และแบบประเมินผลห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ 243 ข้อ (คะแนน)(3) สำาหรับการดำาเนินการตามมาตรฐาน ISO 
15189 เพื่อให้ห้องปฏิบัติการประเมินผลการดำาเนินการสอดคล้องกับข้อกำาหนดของระบบคุณภาพที่เลือกดำาเนินการ 
และรายงานผลการประเมินคุณภาพเป็นความก้าวหน้าของระดับคะแนนในการพัฒนาคุณภาพห้องปฏิบัติการ 
โดยกำาหนดเป็นระดับการพัฒนา 3 ขั้น 

ปีงบประมาณ พ.ศ. 2553-2556 กระทรวงสาธารณสขุ สนับสนุนการดำาเนินงานตามแผนพัฒนาระบบบริการ 
(Service plan) โดยจัดระบบเครือข่ายบริการสุขภาพเป็น 12 เครือข่าย แต่ละเครือข่ายมีการบริการทุกระดับตั้งแต่ 
ระดับปฐมภูมิ (Primary Care) ระดับทุติยภูมิ (Secondary Care) และระดับตติยภูมิ (Tertiary Care) โดย 
มุง่หวังให้หน่วยบรกิารแต่ละระดบัมบีทบาทหน้าทีแ่ตกต่างกัน และเช่ือมโยงกันด้วยระบบส่งตรวจต่อ (Referral System) 
รวมถึงงานบริการทางห้องปฏิบัติการ ที่จะต้องมีการบริหารจัดการทรัพยากรที่มีอยู่อย่างมีประสิทธิภาพและคุ้มค่า 
เพ่ือให้มีการให้บริการสุขภาพได้อย่างมีประสิทธิภาพ และผู้รับบริการสามารถเข้าถึงการบริการได้อย่างทั่วถึง และ 
มีคุณภาพตามความจำาเป็นของการเข้ารับบริการ(4)

ปีงบประมาณ พ.ศ. 2557 กระทรวงสาธารณสขุ กำาหนดยทุธศาสตร์การพฒันาและจดัระบบบรกิารทีม่คีณุภาพ
มาตรฐาน ครอบคลมุ ประชาชนสามารถเข้าถงึบรกิารได้ โดยกำาหนดเป็นตวัช้ีวัดระดบักระทรวง (ตัวช้ีวัดที ่14) กำาหนดให้ 
ร้อยละ 100 ของห้องปฏบัิตกิารด้านการแพทย์และสาธารณสขุมคุีณภาพและมาตรฐานการบรกิาร ใน 3 ปี (2557-2559) 
ดังนี้ ปีที่ 1 ได้รับการรับรองคุณภาพ ร้อยละ 30  ปีที่ 2 ร้อยละ 40 และปีที่ 3 ร้อยละ 100(5) เพื่อส่งเสริมห้องปฏิบัติการ 
ทางการแพทย์ที่ยังไม่ได้รับการรับรอง หรือยังไม่มีการดำาเนินระบบคุณภาพ ให้มีคุณภาพและมาตรฐานการบริการ 
และได้รับการรับรองตามมาตรฐานกระทรวงสาธารณสุข โดยมอบหมายให้กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์เป็นผู้กำากับ 
ติดตาม และประเมินผลตัวช้ีวัดที่ 14 ดังกล่าว คณะผู้วิจัยจึงดำาเนินการจัดทำาระบบการรับรองห้องปฏิบัติการทาง 
การแพทย์ตามมาตรฐานกระทรวงสาธารณสุข จึงต้องศึกษา และพิจารณาระบบงานที่เหมาะสม เพื่อให้ได้หลักเกณฑ ์
และแนวทางปฏิบัติที่นำาไปใช้ดำาเนินการได้

การศึกษาน้ี มีวัตถุประสงค์ เพื่อนำาเสนอผลการจัดทำาระบบการรับรองห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ตาม
มาตรฐานกระทรวงสาธารณสุข เพื่อนำาไปรับรองระบบบริหารคุณภาพห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ สังกัดกระทรวง
สาธารณสุข ให้มีคุณภาพและมาตรฐานบริการเป็นที่ยอมรับของผู้รับบริการและประชาชน 
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วัสดุและวิธีการ
1. สำารวจข้อมูลและจัดกลุ่มเป้าหมาย ห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ ที่ยังไม่ได้รับการรับรอง หรือยังไม่ได้

ดำาเนินการตามระบบคุณภาพ และห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ที่ผ่านการรับรองตามมาตรฐาน LA, ISO 15189 และ
มีความสนใจขอการรับรองตามมาตรฐานกระทรวงสาธารณสุข

2. จดัทำามาตรฐานห้องปฏบัิตกิารทางการแพทย์กระทรวงสาธารณสขุ เป็นมาตรฐานทีม่ข้ีอกำาหนดสอดคล้อง
ตามมาตรฐาน ISO 15189 ดังกล่าว ประกอบด้วย ข้อกำาหนดด้านบริหาร และข้อกำาหนดด้านวิชาการ แต่มีเน้ือหา 
รายละเอียดน้อยกว่ามาตรฐานสากล 

3. จัดทำาเกณฑ์การตรวจติดตามและประเมินผลมาตรฐานห้องปฏิบัติการด้านการแพทย์และสาธารณสุข 
โดยจัดทำาเป็นแบบตรวจติดตามและประเมินผล (Checklist) 80 ข้อ และกำาหนดเกณฑ์การตรวจประเมินข้อกำาหนด
แต่ละข้อเป็นการให้คะแนน ได้แก่ การดำาเนินการตามข้อกำาหนดครบถ้วนได้ 2 คะแนน การดำาเนินการบางส่วนได ้
1 คะแนน และไม่ได้ดำาเนินการได้ 0 คะแนน  และจัดประชุมผู้ปฏิบัติงานทางห้องปฏิบัติการให้มีส่วนร่วมในการจัดทำา 
และพิจารณาให้ข้อคิดเห็นด้วย

4. จัดทำาระบบการตรวจประเมิน มีองค์ประกอบหลัก ได้แก่ ผู้ตรวจประเมิน (auditor) ผู้รับการตรวจ 
ประเมิน (auditee) เกณฑ์การตรวจประเมิน (audit criteria) วิธีการตรวจประเมิน และการรายงานผลการ 
ตรวจประเมิน 

 ผู้ตรวจประเมิน (auditor) เป็นผู้ทำาหน้าที่ตรวจประเมิน (audit) ท่ีผ่านการอบรมหลักสูตรผู้ตรวจ 
ประเมนิ และใช้ความรูต้ามหลกัวิชาการ พจิารณาเพือ่ประเมนิผลคณุภาพห้องปฏบัิตกิาร โดยผูต้รวจประเมนิทีผ่่านการ
อบรม จะได้รับการขึ้นทะเบียนเป็นผู้ตรวจประเมินตามมาตรฐานกระทรวงสาธารณสุข 

 ผู้รับการตรวจประเมิน (auditee) หมายถึง ห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ที่รับการตรวจประเมิน
 เกณฑ์การตรวจประเมิน (audit criteria) หมายถึง ห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ ที่มีผลการประเมิน

ผ่านเกณฑ์การประเมินเท่ากับหรือมากกว่าร้อยละ 80 ของเกณฑ์ติดตามและประเมินผลตามมาตรฐานห้องปฏิบัติการ
ทางการแพทย์ กระทรวงสาธารณสขุ 

 วิธกีารตรวจประเมนิ โดยกำาหนดให้มผู้ีตรวจประเมนิไปตรวจประเมนิในพืน้ทีป่ฏบัิตงิานของห้องปฏิบัติ
การทางการแพทย์ และใช้วิธีการตรวจสอบตามแบบตรวจติดตามและประเมินผล (Checklist) 80 ข้อ ดังนี้

 4.1 ทีมผู้ตรวจประเมินภายใน (Internal auditor Team) หมายถึง ทีมผู้ตรวจประเมิน จาก
คณะกรรมการภายในจังหวัด ประกอบด้วย ผู้แทนโรงพยาบาลศูนย์ (รพศ.) โรงพยาบาลทั่วไป (รพท.) และ 
โรงพยาบาลชุมชน (รพช.) ที่สำานักงานสาธารณสุขจังหวัด เป็นหน่วยประสานงานจัดหาทีมผู้ตรวจประเมิน

 4.2 ทีมผู้ตรวจประเมินภายนอก (External auditor Team) หมายถึง ทีมผู้ตรวจประเมิน จาก 
คณะกรรมการภายนอกจงัหวัด หรอืภายในเขตสขุภาพ ประกอบด้วย ผูแ้ทนศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ (ศวก.) ผูแ้ทน
โรงพยาบาลศูนย์ (รพศ.) โรงพยาบาลทั่วไป (รพท.) และโรงพยาบาลชุมชน (รพช.) ที่ศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์  
เป็นหน่วยประสานงานจัดหาทีมผู้ตรวจประเมิน 

 ทัง้น้ี กำาหนดให้ห้องปฏบัิตกิารทางการแพทย์ทีจ่ะขอรบัการรบัรองจะต้องมผีลประเมินตนเอง ผลประเมนิ
คุณภาพภายใน (Internal audit) และผลประเมินคุณภาพภายนอก (External audit) ตามลำาดับ โดยให้ผู้ตรวจ
ประเมินจัดส่งรายงานผลการตรวจประเมินให้แก่หน่วยประสานงาน เพื่อรายงานในระบบรายงานออนไลน์ที่กำาหนด

5. จัดอบรม/ประชุม/สัมมนา ผู้ปฏิบัติงานของห้องปฏิบัติการให้มีความรู้ความเข้าใจในข้อกำาหนดระบบ
คุณภาพ ตามมาตรฐานกระทรวงสาธารณสุข ชี้แจงแนวทางการดำาเนินการ/มาตรฐาน/เกณฑ์ และสนับสนุนการทำางาน
แบบเครือข่าย 

6. จัดทำาระบบรายงานออนไลน์ เพื่อให้ห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ที่จะขอรับการรับรอง รายงานผล
ประเมินตนเอง สำานักงานสาธารณสุขจังหวัดดำาเนินการรายงานผลประเมินคุณภาพภายใน (Internal audit) และ
ศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ดำาเนินการรายงานผลประเมินคุณภาพภายนอก (External audit) ตามลำาดับ
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7. จัดทำาข้อกำาหนดและเงื่อนไขการรับรองระบบบริหารคุณภาพ ห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ กระทรวง
สาธารณสุข เพื่อสำานักมาตรฐานห้องปฏิบัติการ และคณะกรรมการรับรองระบบบริหารคุณภาพห้องปฏิบัติการ 
ทางการแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข ให้การรับรองห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ที่ผ่านเกณฑ์การประเมินผล โดย 
ห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ ที่มีผลการประเมินผ่านเกณฑ์การตรวจประเมินจะต้องได้คะแนนเท่ากับ หรือมากกว่า 
ร้อยละ 80 จะได้รับใบรับรอง

8. จัดทำาทะเบียนห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ ที่ได้รับการรับรองตามมาตรฐานกระทรวงสาธารณสุข 
โดยกำาหนดเลขทะเบียน ชื่อห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ จังหวัด วันที่ผ่านการรับรอง และวันครบกำาหนดการรับรอง

9. จัดทำาแบบสอบถามเพื่อประเมินผลความพึงพอใจการดำาเนินการรับรองห้องปฏิบัติการทางการแพทย ์
และสาธารณสุข ตามมาตรฐานกระทรวงสาธารณสุข ประกอบด้วย ส่วนที่ 1 ข้อมูลห้องปฏิบัติการ ส่วนที่ 2 การบริการ 
ส่วนที ่3 การตรวจประเมนิ ส่วนที ่4 คณุภาพการบรกิาร ส่วนที ่5 ผลทีไ่ด้รบัจากการพัฒนาคุณภาพและได้รับการรับรอง
ส่งผลดีต่อห้องปฏิบัติการของท่านอย่างไร และส่วนที่ 6 ข้อเสนอแนะอื่นๆ

ผล
1. ห้องปฏิบัติการทางการแพทย์สังกัดกระทรวงสาธารณสุข รวม 934 แห่ง จำาแนกเป็นห้องปฏิบัติการ 

ทางการแพทย์โรงพยาบาลสังกัดสำานักงานปลัดกระทรวงสาธารณสุข (สป.) จำานวน 876 แห่ง และห้องปฏิบัติการ
ทางการแพทย์สังกัดกรมวิชาการ กระทรวงสาธารณสุข (สธ.) ได้แก่ กรมการแพทย์ กรมควบคุมโรค กรมสุขภาพจิต 
และกรมอนามัย จำานวน 58 แห่ง ที่มีการดำาเนินการระบบคุณภาพ และได้รับการรับรองตามมาตรฐาน LA หรือ ISO 
15189 หรือ ท้ัง LA และ ISO 15189 รวม 500 แห่ง และห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ที่ยังไม่ได้รับการรับรอง 
รวม 434 แห่ง (ตารางที่ 1)

ห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ที่ยังไม่ได้การรับรอง เป็นกลุ่มเป้าหมายที่นำามาพิจารณาให้มีการดำาเนินการ
เข้าสู่การรับรองระบบบริหารคุณภาพห้องปฏิบัติการ มาตรฐานกระทรวงสาธารณสุข จำาแนกเป็นรายเขตบริการสุขภาพ 
ได้แก่ เขต 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 และ 12 จำานวน 68, 9, 36, 34, 26, 46, 41, 48, 48, 37, 10 และ 
31 แห่ง ตามลำาดับ

2. ห้องปฏิบัติการกลุ่มเป้าหมาย 434 แห่ง ได้รับการรับรอง 227 แห่ง คิดเป็นร้อยละ 52.30 ของกลุ่ม 
เป้าหมาย และห้องปฏบัิตกิารกลุม่นอกเป้าหมาย ซ่ึงได้ผ่านการรบัรองระบบคณุภาพตามมาตรฐานอ่ืนไปแล้ว ได้รับการ
รับรองตามมาตรฐานกระทรวงสาธารณสุขเพิ่มอีก 1 มาตรฐาน จำานวน 179 แห่ง ดังนั้น ห้องปฏิบัติการทางการแพทย์
ที่ได้รับการรับรองระบบบริหารคุณภาพตามมาตรฐานกระทรวงสาธารณสุข รวม 406 แห่ง (ตารางที่ 2)

ตารางที่ 1 จำานวนห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ที่มีการดำาเนินการระบบคุณภาพ และได้รับการรับรองตามมาตรฐาน 
LA และ ISO 15189

 มาตรฐาน
 ห้องปฏิบัติการทางการแพทย์สังกัด  ห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ รวม

  สป.  (แห่ง) สังกัดกรมวิชาการ สธ. (แห่ง) (แห่ง)
 รพศ. รพท. รพช. รวม
ISO 15189 2 2 10 14 1 15
LA 22 55 380 457 21 478
LA & ISO 15189 2 1 4 7 0 7
ยังไม่ได้การรับรอง 7 25 366 398 36 434
           รวม 33 83 760 876 58 934
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ตารางที่ 2  จำานวนห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ที่ได้รับการรับรองตามมาตรฐานกระทรวงสาธารณสุข 

3.  ผลตอบแบบสอบถามเพือ่ประเมนิผลการดำาเนินการรบัรองห้องปฏบัิติการทางการแพทย์และสาธารณสขุ 
ตามมาตรฐานกระทรวงสาธารณสขุ จากห้องปฏบัิตกิารทีผ่่านการรบัรองมาตรฐานกระทรวงสาธารณสขุ จำานวน 406 แห่ง 
ตอบกลับ 216 แห่ง คิดเป็นร้อยละ 53.20 ผลการวิเคราะห์ข้อมูลมีรายละเอียดดังนี้

 3.1 ด้านการบริการ ผลตอบแบบสอบถามทีม่ต่ีอการบรกิาร 5 ข้อ พบว่า ห้องปฏบัิตกิารมคีวามพงึพอใจ
มากที่สุด เรื่อง การตรวจประเมิน และประเมินผล โดยใช้โปรแกรมออนไลน์ มีความสะดวก รวดเร็ว และใช้งานง่าย คดิ
เป็นร้อยละ 88.15 และมีความพึงพอใจน้อยทีส่ดุ เรือ่ง การให้ข้อมลู/การสือ่สารฯ คิดเป็นร้อยละ 83.70 (ตารางที ่3) 

ตารางที่ 3  ผลสำารวจความพึงพอใจที่มีต่อการบริการ

 ห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ กลุ่มเป้าหมาย (แห่ง) กลุ่มนอกเป้าหมาย
   ที่ได้การรับรอง (แห่ง) รวม

 ทั้งหมด ได้รับการรับรอง
โรงพยาบาลศูนย์ (รพศ.) 7 5 7 12
โรงพยาบาลทั่วไป (รพท.) 25 13 18 31
โรงพยาบาลชุมชน (รพช.) 366 198 148 346
สังกัดกรมวิชาการ กระทรวงสาธารณสุข 36 11 6 17

                   รวม 434 227 179 406

 
เรื่อง

 ระดับความพึงพอใจ ส่วนเบี่ยงเบน ร้อยละ
  เฉลี่ย มาตรฐาน (S.D.) ความพึงพอใจ

1. การให้ข้อมูล/การสื่อสารให้ห้องปฏิบัติการ 4.19 0.63 83.70
 รับรู้ ข้อกำาหนด นโยบาย และเงื่อนไข
 การรับรองห้องปฏิบัติการทางการแพทย์
 และสาธารณสุข ตามมาตรฐาน
 กระทรวงสาธารณสุข

2.  แบบตรวจติดตามและประเมินผล  4.31 0.56 86.11
 (Checklist) ตามเกณฑ์การตรวจติดตาม
 และประเมินผลมาตรฐานทางห้องปฏิบัติการ
 ด้านการแพทย์และสาธารณสุข มีความชัดเจน 
 และเข้าใจง่าย สามารถนำาไปใช้ความพร้อม
 ของห้องปฏิบัติการ

3. ขั้นตอนการดำาเนินการเพื่อให้ได้รับการรับรอง 4.26 0.61 85.19
 โดยห้องปฏิบัติการประเมินตนเอง ดำาเนินการ 
 Internal audit และ External audit 
 ตามลำาดับ เพื่อเสนอผลการตรวจประเมินสู่คณะกรรมการฯ
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 3.2 ด้านการตรวจประเมิน ผลตอบแบบสอบถามทีมี่ต่อการตรวจประเมนิ โดยแบ่งเป็นความพงึพอใจทีม่ี
ต่อการดำาเนินการประเมนิคณุภาพภายใน (Internal audit) และการดำาเนินการประเมนิคณุภาพภายนอก (External 
audit) พบว่า ห้องปฏิบัติการมีความพึงพอใจต่อการดำาเนินการประเมินคุณภาพภายใน ใกล้เคียงกับการดำาเนินการ 
ประเมินคุณภาพภายนอก (ตารางที่ 4)

ตารางที่ 4 ผลสำารวจความพึงพอใจที่มีต่อการตรวจประเมิน

 
เรื่อง

 ระดับความพึงพอใจ ส่วนเบี่ยงเบน ร้อยละ
  เฉลี่ย มาตรฐาน (S.D.) ความพึงพอใจ
4. การตรวจประเมิน และประเมินผล  4.41 0.60 88.15
 โดยใช้โปรแกรมออนไลน์ มีความสะดวก
 รวดเร็ว และใช้งานง่าย
5. รูปแบบและความสวยงามของใบรับรอง 4.31 0.55 86.11
 ตามมาตรฐานกระทรวงสาธารณสุข

     รวม 4.29 0.59 85.85

ตารางที่ 3  ผลสำารวจความพึงพอใจที่มีต่อการบริการ (ต่อ)

 
เรื่อง

 ระดับความพึงพอใจ ส่วนเบี่ยงเบน ร้อยละ
  เฉลี่ย มาตรฐาน (S.D.) ความพึงพอใจ
1. Internal audit
 1.1 การประสานงานเพื่อรับการตรวจประเมิน  4.19 0.68 83.70
 1.2 ระยะเวลาที่ใช้ในการตรวจประเมิน 4.23 0.65 84.63
 1.3 ทีมผู้ตรวจประเมิน 4.31 0.63 86.30
 1.4 การสื่อสารของทีมผู้ตรวจประเมิน 4.23 0.66 84.63
  ในขณะตรวจประเมิน

     ค่าเฉลี่ย 4.24  84.81

2. External audit
 2.1  การประสานงานเพื่อรับการตรวจประเมิน  4.15 0.70 83.06
 2.2 ระยะเวลาที่ใช้ในการตรวจประเมิน 4.17 0.67 83.43
 2.3 ทีมผู้ตรวจประเมิน 4.33 0.68 86.57
 2.4  การสื่อสารของทีมผู้ตรวจประเมิน 4.25 0.68 85.00
  ในขณะตรวจประเมิน

                  ค่าเฉลี่ย 4.23  84.51
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 3.3 ด้านคุณภาพการบริการ ผลตอบแบบสอบถามที่มีต่อคุณภาพการบริการ 5 ข้อ พบว่า ห้องปฏิบัติ
การมีความพึงพอใจต่อคุณภาพการบริการมากที่สุด เรื่อง ข้อมูลห้องปฏิบัติการที่ปรากฏบนใบรับรอง มีความถูกต้อง 
คดิเป็นร้อยละ 89.17 และมคีวามพึงพอใจน้อยทีส่ดุ เรือ่ง ระยะเวลาทีร่อคอยใบรับรอง คิดเป็นร้อยละ 83.70 (ตารางที ่5)

ตารางที่ 5 ผลสำารวจความพึงพอใจที่มีต่อคุณภาพการบริการ

 
เรื่อง

 ระดับความพึงพอใจ ส่วนเบี่ยงเบน ร้อยละ
  เฉลี่ย มาตรฐาน (S.D.) ความพึงพอใจ
1. รายงานผลการตรวจประเมิน  4.26 0.64 85.19
 External audit มีรายละเอียด 
 และผลคะแนนถูกต้อง ครบถ้วน 
 ตามที่ได้รับการตรวจประเมินจริง

2. ระยะเวลาที่ห้องปฏิบัติการได้รับทราบผล 4.20 0.63 84.07
 การตรวจประเมิน External audit 

3. การประกาศผลห้องปฏิบัติการที่ผ่าน 4.38 0.64 87.69
 การรับรองทางเว็บไซต์
 กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ 

4. ระยะเวลาที่รอคอยใบรับรอง 4.15 0.64 82.96

5. ข้อมูลห้องปฏิบัติการที่ปรากฏ 4.46 0.57 89.17
 บนใบรับรอง มีความถูกต้อง 

                รวม 4.29 0.62 85.81

วิจารณ์
การพัฒนาคุณภาพห้องปฏิบัติการ ในช่วงเริ่มต้นของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ มุ่งเน้นให้มีการนำาระบบ

คุณภาพไปดำาเนินการ จึงกำาหนดงบประมาณและกิจกรรมในการจัดอบรมความรู้ด้านข้อกำาหนดของระบบคุณภาพ  
และการพัฒนาห้องปฏิบัติการให้สอดคล้องตามข้อกำาหนดและมาตรฐานสากล ดำาเนินการประเมินผลระบบคุณภาพ 
ห้องปฏิบัติการโดยการประเมินตนเอง (Self assessment) จึงเป็นผลการประเมินคุณภาพห้องปฏิบัติการ ที่ยัง
ไม่มีระบบการรับรองห้องปฏิบัติการ ซ่ึงกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ได้ดำาเนินการพัฒนาคุณภาพมาอย่างต่อเน่ือง 
ประมาณ 10 ปี และในปีงบประมาณ 2557 ได้จัดทำาระบบการรับรอง เพื่อรับรองระบบบริหารคุณภาพห้องปฏิบัติการ 
ทางการแพทย์ สงักดักระทรวงสาธารณสขุ ให้สอดคล้องกับตวัช้ีวัดระดับกระทรวง ตวัช้ีวัดที ่14 ร้อยละของห้องปฏบัิติการ 
ด้านการแพทย์และสาธารณสขุมคีณุภาพและมาตรฐานการบรกิาร โดยมกีารดำาเนินการสำารวจกลุม่เป้าหมาย กำาหนดให้
เป็นกลุ่มห้องปฏิบัติการที่ยังไม่ผ่านการรับรองตามมาตรฐานใด หรือยังไม่มีระบบคุณภาพ เพื่อส่งเสริมการดำาเนินการ
ระบบคุณภาพในห้องปฏิบัติการทุกแห่ง และประชาชนได้รับบริการที่มีคุณภาพเท่าเทียมกันในทุกเขตสุขภาพ

การจัดทำาระบบการรับรอง จะขึ้นกับมาตรฐานที่ดำาเนินการ ซ่ึงหน่วยรับรองอาจจัดทำาขึ้นโดยลำาพังและ
ประกาศใช้ หรอืการมส่ีวนร่วมจากผูเ้กีย่วข้อง(6) โดยกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ จดัทำา (ร่าง) มาตรฐานห้องปฏบิตักิาร 
ทางการแพทย์ กระทรวงสาธารณสขุ และจดัทำา (ร่าง) แบบตรวจติดตามและประเมินผล (Checklist) 80 ข้อ ทีส่อดคล้อง
ตามมาตรฐาน ISO 15189 และมาตรฐานงานเทคนิคการแพทย์ (LA) ด้วยการมีส่วนร่วมคิด ร่วมทำา และร่วมแสดง
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ความคิดเห็นของผู้ปฏิบัติงานในห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ นับเป็นปัจจัยสำาคัญที่ทำาให้มาตรฐานห้องปฏิบัติการ 
ทางการแพทย์ และแบบตรวจติดตามและประเมินผลได้รับการยอมรับ รวมทั้งมีส่วนร่วมพิจารณารายละเอียด ทำาให ้
ผูใ้ช้งานเข้าใจได้ง่าย นำาไปปฏบัิตไิด้ในห้องปฏบัิตกิารทกุระดบั ทัง้โรงพยาบาลชุมชน (รพช.) โรงพยาบาลทัว่ไป (รพท.) 
และ โรงพยาบาลศูนย์ (รพศ.) รวมทัง้ห้องปฏบัิติการของโรงพยาบาลสงักดักรมการแพทย์ กรมควบคมุโรค กรมสขุภาพจติ 
และกรมอนามัย สามารถดำาเนินการระบบคุณภาพตามมาตรฐานนี้ได้ 

การตรวจประเมิน โดยทีมผู้ตรวจประเมิน และวิธีการตรวจประเมินที่กำาหนดให้มีการตรวจประเมินคุณภาพ
ภายใน (Internal audit) และการตรวจประเมินคุณภาพภายนอก (External audit) เพื่อดำาเนินการเปรียบเทียบ 
วิธีปฏิบัติงานที่ห้องปฏิบัติการดำาเนินการกับมาตรฐาน เพื่อตรวจสอบความสอดคล้องวิธีปฏิบัติงานกับมาตรฐานที่
กำาหนด(7) และกำาหนดเกณฑ์การตรวจติดตามและประเมินผลว่าจะต้องได้คะแนนเท่ากับ หรือมากกว่าร้อยละ 80  
จึงจะได้รับใบรับรอง ตามคู่มือนโยบาย ข้อกำาหนดและเงื่อนไขการรับรองระบบบริหารคุณภาพห้องปฏิบัติการ
ทางการแพทย์มาตรฐานกระทรวงสาธารณสุข ส่งผลให้ผู้ปฏิบัติงานของห้องปฏิบัติการ เมื่อได้รับฟังการช้ีแจงจาก 
กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ มีแนวทางการพัฒนาตนเองที่ชัดเจน เพื่อให้ผ่านเกณฑ์การตรวจติดตามและประเมินผล 
และจะได้รับการรับรองตามมาตรฐานกระทรวงสาธารณสุข

การจัดทำาระบบขอ้มูลและสารสนเทศ โดยจัดทำาระบบรายงานออนไลน์ เพื่อให้ห้องปฏิบตัิการทางการแพทย์
ที่จะขอรับการรับรอง ทีมผู้ตรวจประเมินคุณภาพภายใน และทีมผู้ตรวจประเมินคุณภาพภายนอก รายงานผลประเมิน
คณุภาพในระบบรายงานออนไลน์ ตามลำาดบั เป็นการใช้เทคโนโลยเีพือ่อำานวยความสะดวกในการรายงานผล ทีผู้่ปฏบัิตงิาน 
ประเมินตนเอง และมีการประมวลผลคะแนนออกมา ลดภาระงาน ไม่เสียเวลา และทีมผู้ตรวจประเมินคุณภาพภายใน 
รวมทัง้ทมีผู้ตรวจประเมนิภายนอก สามารถนำาข้อมูลมาพจิารณาประกอบการตรวจประเมนิ นอกจากน้ียงัเป็นประโยชน์ต่อ
การจดัทำารายงาน ทำาให้แล้วเสรจ็รวดเรว็ เพือ่เสนอคณะกรรมการรบัรองฯ พจิารณาผลการตรวจประเมนิ และให้การรับรอง 
และสามารถนำาเสนอผลการตรวจประเมินของห้องปฏิบัติการที่มีผลการตรวจประเมินรวม 406 แห่ง เพื่อให้การรับรอง
ได้ภายในปีงบประมาณที่ดำาเนินการในปีแรกได้ สอดคล้องกับผลตอบแบบสอบถามความพึงพอใจเพื่อประเมินผลการ 
ดำาเนินการรบัรองห้องปฏบัิตกิารทางการแพทย์และสาธารณสขุ ตามมาตรฐานกระทรวงสาธารณสขุ จากห้องปฏิบัตกิาร 
ทีผ่่านการรับรอง เป็นข้อมลูทีท่ำาให้ผูวิ้จยัได้รับทราบความคดิเหน็ทีม่ต่ีอการจดัทำาระบบการรบัรองดงักล่าว โดยในหวัข้อ
ด้านการบริการ ผลตอบแบบสอบถามที่มีต่อการบริการ 5 ข้อ พบว่า ห้องปฏิบัติการมีความพึงพอใจมากที่สุด เรื่อง 
การตรวจประเมิน และประเมินผล โดยใช้โปรแกรมออนไลน์ มีความสะดวก รวดเร็ว และใช้งานง่าย คิดเป็นร้อยละ 
88.15 จึงอาจกล่าวได้ว่า การจัดทำาระบบรายงานออนไลน์ เป็นเครื่องมือสำาคัญที่ส่งผลให้การนำาระบบการรับรอง 
ตามมาตรฐานกระทรวงสาธารณสุขไปดำาเนินการ (Implement) รับรองกลุ่มเป้าหมายจำานวนมากได้สำาเร็จ

ผลการรบัรองห้องปฏบัิตกิารกลุม่เป้าหมายทีย่งัไม่ได้รบัการรบัรอง 227 แห่ง คิดเป็นร้อยละ 52.30 ของกลุม่
เป้าหมายทีก่ำาหนดไว้ จะพบว่าผลการดำาเนินการได้สงูกว่าเป้าหมายทีก่ำาหนดไว้ในกรอบตวัช้ีวัดระดบักระทรวง ทีร่ะบุไว้ว่า 
ห้องปฏบัิตกิารทางการแพทย์ต้องได้รบัการตรวจประเมนิ และตรวจสอบรบัรองคณุภาพในเวลา 3 ปี ดงัน้ี ปีที ่1  ร้อยละ 30 
ปีที่ 2  ร้อยละ 70  และปีที่ 3  ร้อยละ 100(8) เพื่อส่งเสริมบุคลากรในห้องปฏิบัติการให้ได้แรงกระตุ้นการพัฒนาคุณภาพ
จากการตรวจประเมิน Internal audit และ External audit รวมทั้งการได้รับการรับรองตามมาตรฐานกระทรวง
สาธารณสุข ทำาให้ห้องปฏิบัติการได้รับความเช่ือมั่นจากผู้รับบริการ และทำาให้เจ้าหน้าที่ห้องปฏิบัติการมีความเช่ือมั่น
ในการทำางานมากยิ่งขึ้น นอกจากนี้ยังเป็นโอกาสที่จะได้รับการรับรองคุณภาพตามมาตรฐานอื่นต่อไป

การได้รับความสนใจจากห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ กลุ่มที่ผ่านการรับรองระบบคุณภาพตามมาตรฐาน 
อื่นไปแล้ว และได้รับการรับรองตามมาตรฐานกระทรวงสาธารณสุขเพิ่มอีก 1 มาตรฐาน จำานวน 179 แห่ง โดยพบว่า  
จากแบบสอบถามเพื่อประเมินผลการดำาเนินการรับรองห้องปฏิบัติการทางการแพทย์และสาธารณสุข ตามมาตรฐาน
กระทรวงสาธารณสุข ในหัวข้อผลที่ได้รับจากการพัฒนาคุณภาพและได้รับการรับรองส่งผลดีต่อห้องปฏิบัติการของ
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ท่านอย่างไร และหัวข้อ ข้อเสนอแนะอื่นๆ ทำาให้ทราบว่า ห้องปฏิบัติการดำาเนินการขอรับรองมาตรฐานกระทรวง
สาธารณสุขเพ่ิมอีก 1 มาตรฐาน เพื่อเป็นการบ่งช้ีว่าห้องปฏิบัติการมีการให้บริการที่มีคุณภาพได้ทั้งตามมาตรฐาน
กระทรวงสาธารณสขุ และมาตรฐานวิชาชีพ รวมทัง้การดำาเนินการตามมาตรฐานกระทรวงสาธารณสขุเป็นการดำาเนินการ 
ที่ใช้งบประมาณไม่มาก ไม่มีค่าใช้จ่ายในการย่ืนขอรับรองการได้รับการตรวจประเมินและผ่านการรับรองจะเป็นขวัญ 
และกำาลังใจแก่ผู้ปฏิบัติงาน

ผลตอบแบบสอบถามด้านการตรวจประเมิน พบว่า ห้องปฏิบัติการมีความพึงพอใจต่อวิธีการ และผู้ตรวจ
ประเมิน Internal audit และ External audit ใกล้เคียงกัน คิดเป็นร้อยละ 84.81 และ 84.51 ตามลำาดับ สอดคล้อง
กบันโยบาย และตวัช้ีวัดระดบักระทรวงทีต้่องการให้ห้องปฏบัิตกิารได้รบัการตรวจประเมนิ ภายใต้การสนับสนุนทีด่ขีอง 
ผูบ้รหิาร และได้รบัการรบัรองระบบบรหิารคณุภาพ จะช่วยให้ประชาชนได้รบับรกิารทางห้องปฏบัิตกิารทีเ่ป็นทีย่อมรบั และ
ยงัแสดงถงึความร่วมแรงร่วมใจ อย่างสมานฉันท์ ของบุคลากรกระทรวงสาธารณสขุ(9) เพือ่สร้างเครือข่ายห้องปฏบัิตกิาร 
ทางการแพทย์ในระดับจังหวัด และเขต ให้มีสายสัมพันธ์ที่ดี และเชื่อมโยงกันต่อไป

ผลตอบแบบสอบถามด้านคุณภาพการบริการ พบว่า ห้องปฏิบัติการมีความพึงพอใจมากที่สุด เรื่อง ข้อมูล 
ห้องปฏบัิตกิารทีป่รากฏบนใบรับรอง มคีวามถกูต้อง คิดเป็นร้อยละ 89.17 และมคีวามพงึพอใจน้อยทีสุ่ด เรือ่ง ระยะเวลา 
ที่รอคอยใบรับรอง คิดเป็นร้อยละ 82.96 เน่ืองจากห้องปฏิบัติการผ่านการรับรองในเดือนสิงหาคม 2557 
แต่สำานักมาตรฐานห้องปฏิบัติการจะเก็บใบรับรองตัวจริงไว้ เพื่อจัดพิธีมอบใบรับรองในเดือนพฤศจิกายน 2557 
จึงอาจจะต้องพิจารณาจัดงานพิธีมอบใบรับรองภายในปีงบประมาณที่ให้การรับรอง หรือสอบถามความต้องการ 
ให้จัดส่งใบรับรองตัวจริงไปยังห้องปฏิบัติการ  

การจัดทำาระบบการรับรองขึ้นมา จะต้องมีขั้นตอนการดำาเนินงานต่างๆ ได้แก่ มาตรฐานห้องปฏิบัติการ 
ทางการแพทย์กระทรวงสาธารณสุข  แบบตรวจติดตามและประเมินผล (Checklist) 80 ข้อ  ทีมผู้ตรวจประเมินและ
วิธีการตรวจประเมินที่ประกอบด้วยการตรวจประเมินคุณภาพภายใน และการตรวจประเมินคุณภาพภายนอก ระบบ
รายงานออนไลน์  รวมทั้งข้อกำาหนดและเงื่อนไขการรับรองที่กำาหนดเกณฑ์การตรวจประเมินจะต้องได้คะแนนเท่ากับ 
หรือมากกว่าร้อยละ 80 จึงจะได้รับใบรับรอง และยังมีปัจจัยสำาคัญ ได้แก่ นโยบายกระทรวงสาธารณสุขที่ชัดเจน 
และสื่อสารประชาสัมพันธ์ เพื่อให้ผู้ปฏิบัติงานที่เก่ียวข้องเข้าใจตรงกัน ส่งผลให้การนำาระบบการรับรองที่จัดทำาขึ้น 
เพ่ือให้การรับรองระบบบรหิารคณุภาพห้องปฏิบัตกิารทางการแพทย์ ตามมาตรฐานกระทรวงสาธารณสขุนำาไปใช้ปฏิบัติ
อย่างได้ผล

บทสรุป
การพฒันาการรบัรองระบบบรหิารคณุภาพห้องปฏบัิตกิารทางการแพทย์ตามมาตรฐานกระทรวงสาธารณสขุ

ขึ้นมา เพ่ือให้สามารถนำาไปใช้ดำาเนินการได้ทันภายในปีงบประมาณ 2557 ตามตัวช้ีวัดระดับกระทรวงเป็นเรื่อง 
เร่งด่วน และมีปัจจัยที่เกี่ยวข้องและต้องควบคุมหลายประการ การพัฒนาระบบงานน้ี จึงใช้กลวิธีเชิงวิจัยและพัฒนา 
ซ่ึงสามารถใช้ได้กับงานใหม่ทุกงาน(10) และทำาให้เกิดระบบงานการรับรองตามมาตรฐานกระทรวงสาธารณสุข ที่นำาไป
ใช้ดำาเนินการรับรองตามวัตถุประสงค์ที่ตั้งไว้ได้ รวมทั้งทำาให้ห้องปฏิบัติการทางการแพทย์สังกัดกระทรวงสาธารณสุข 
ได้มแีนวทางการจดัทำาระบบคณุภาพห้องปฏบัิตกิารทางการแพทย์ ตามมาตรฐานห้องปฏิบัตกิารทางการแพทย์ กระทรวง
สาธารณสุข เพื่อตอบสนองต่อข้อจำากัด และสร้างทางเลือกในการดำาเนินการระบบคุณภาพ และส่งเสริมห้องปฏิบัติการ
ให้เข้าร่วมเป็นเครือข่ายพัฒนาคุณภาพบริการทางห้องปฏิบัติการกับห้องปฏิบัติการที่ผ่านการรับรองตามมาตรฐาน
อื่นได้ภายในจังหวัด ขยายสู่ระดับเขต และส่งผลถึงคุณภาพการบริการทางห้องปฏิบัติการของประเทศที่เข้มแข็งต่อไป



การพัฒนาระบบรับรองคุณภาพห้องปฏิบัติการทางการแพทย์	 เรวดี		สิริธัญญานนท์	และคณะ

255
วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์

ปีที่ 58 ฉบับที่ 4 ตุลาคม - ธันวาคม 2559

กิตติกรรมประกาศ
ด้วยความตระหนักในความสำาคญัของการประสานงาน และความร่วมมอืทีไ่ด้รบัจากทกุท่านและทกุหน่วยงาน 

ทั้งภายในและภายนอกกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ จึงขอขอบพระคุณผู้บริหารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ อธิบดี 
(นายแพทย์อภิชัย มงคล) และรองอธิบดีกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ (นางจุรีภรณ์ บุณยวงศ์วิโรจน์) ผู้อำานวยการ 
ศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ โดยเฉพาะนางสาวเกษร บุณยรักษ์โยธิน ผู้อำานวยการศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่ 11/1 
ภูเก็ต ที่เป็นผู้จัดทำาร่างแบบตรวจติดตามและประเมินผล ตามเกณฑ์การตรวจติดตามและประเมินผลมาตรฐานทาง 
ห้องปฏบัิติการด้านการแพทย์และสาธารณสขุ กระทรวงสาธารณสขุ ผูป้ระสานงานและผู้นิเทศงานของศูนย์วิทยาศาสตร์
การแพทย์ทุกแห่ง รวมทั้งนายแพทย์สาธารณสุขจังหวัด ผู้ประสานงานในแต่ละจังหวัดทั่วประเทศ และผู้ปฏิบัติงาน 
ในห้องปฏบัิตกิารทางการแพทย์ ทีใ่ห้ความร่วมมอืดำาเนินการรบัรองคณุภาพห้องปฏบัิตกิารทางการแพทย์ ส่งผลให้การ
ดำาเนินลุล่วง และประสบความสำาเร็จด้วยดี

เอกสารอ้างอิง
 1. สำานักมาตรฐานห้องปฏิบัติการ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์. การพัฒนาระบบคุณภาพห้องปฏิบัติการชันสูตรสาธารณสุข

ของโรงพยาบาลสังกัดสำานักงานปลัดกระทรวงสาธารณสุข ปีงบประมาณ 2550. กรุงเทพฯ : องค์การทหารผ่านศึก; 2551. 
 2. วรรณิกา  มโนรมณ์, นัยนา  วฒันศรี และสมชยั  เจิดเสริมอนันต์ มาตรฐานงานเทคนิคการแพทย์ 2551 สำาหรับห้องปฏิบัติการ 

ทางการแพทย์. กรุงเทพฯ : สภาเทคนิคการแพทย์; 2552.
 3. สำานักมาตรฐานห้องปฏิบัติการ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์. คู่มือประเมินคุณภาพห้องปฏิบัติการทางการแพทย์สำาหรับ

โครงการพัฒนาคุณภาพห้องปฏิบัติการชันสูตรสาธารณสุขของโรงพยาบาลสังกัดสำานักงานปลัดกระทรวงสาธารณสุข. 
กรุงเทพฯ : ประชาชน; ม.ป.ป.

 4. สำานักบริหารการสาธารณสุข สำานักงานปลัดกระทรวงสาธารณสุข. เอกสารการประชุมสัมมนาเพื่อพัฒนาระบบบริการ
สขุภาพสว่นภมูภิาค. วนัที ่29 กุมภาพนัธ์ 2555; โรงแรมมริาเคิลแกรนด์. นนทบุรี : สำานักบริหารการสาธารณสขุ สำานักงาน 
ปลัดกระทรวงสาธารณสุข; 2555.

 5. สำานักนโยบายและยุทธศาสตร์ กระทรวงสาธารณสขุ. ยุทธศาสตร์ ตัวชีว้ดั และแนวทางการจัดเก็บขอ้มลูกระทรวงสาธารณสขุ 
ปีงบประมาณ พ.ศ. 2557. นนทบุรี : สำานักนโยบายและยุทธศาสตร์ กระทรวงสาธารณสุข; 2557.

 6. Riley WJ, Bender K, Lownik E. Public health department accreditation implementation: transforming 
public health department performance. Am J Public Health 2012; 120(2): 237-42.

 7. Erasmus RT, Zemlin AE. Clinical audit in the laboratory. J Clin Pathol 2009; 62(7):593-7.
 8. สำานักตรวจและประเมินผล สำานักงานปลัดกระทรวงสาธารณสุข. แผนการตรวจราชการกระทรวงสาธารณสุข ประจำา

ปีงบประมาณ พ.ศ. 2557. นนทบุรี : สำานักตรวจและประเมินผล สำานักงานปลัดกระทรวงสาธารณสุข; 2557.
 9. กรมวทิยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวงสาธารณสขุ. คุณภาพและมาตรฐานบริการห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ รังสวีนิิจฉัย 

และหน่วยบริการปฐมภูมิ ปี 2557. กรุงเทพฯ : โรงพิมพ์ชุมนุมสหกรณ์การเกษตรแห่งประเทศไทย; 2557.
 10. จงดี ว่องพินัยรัตน์, ปนัดดา ซิลวา และอำานวย เพชรชูพงศ์. ระบบการรับรองความสามารถห้องปฏิบัติการ สำาหรับ 

ตรวจคนหางานเพื่อไปทำางานต่างประเทศ : การวิจัยเชิงพัฒนา. ว กรมวิทย พ 2543; 42(4): 274-9.



Development of Medical Laboratory Certification System  Raevadee  Siritunyanont et al.

256
วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 58 ฉบับที่ 4 ตุลาคม - ธันวาคม 2559

Development of medical laboratory  
certification system according 

to Ministry of Public Health standard 

Raevadee Siritunyanont Chomchailai Sinthusarn Jurai Chotichanathawewong 
and Wasittee Kaewkrajang
Bureau of Laboratory Quality Standards, Department of Medical Sciences, Tiwanond Road, Nonthabori 
11000 Thailand.

Accepted for publication,  10 June 2016

ABSTACT  The Department of Medical Sciences had developed Laboratory Quality System  
Certification according to Ministry of Public Health (MOPH) standard which is the policy of the Ministry of  
Public Health defined as a KPI in fiscal year 2014 in order to strengthen 434 laboratories that had not yet 
neither been certified nor implemented quality system to be certified according to the MOPH standard. 
The important steps in implementation of the laboratory certification system are preparation of the medical 
laboratory standards including management and technical requirements as well as the checklist for audit 
and assessment 80 items, preparation of the audit process, training on the quality system requirements 
for all laboratory staff, and preparation of quality manual, requirements and condition of laboratory  
certification according to the MOPH standard. Two hundred and twenty seven laboratories of the target 
group and 179 laboratories of non target group, totally 406 laboratories of 934 laboratories, had been 
certified. The results from the questionnaires to evaluate the satisfaction of the MOPH certification system 
showed that the satisfaction in the field of service, audit system, and service quality was 85.85, 84.66 and 
85.81 percent respectively. All satisfaction were higher than the predefined criteria at 80.00 percent. Thus, 
the implementation of this established certification system conducted for the MOPH laboratories showed 
satisfactory achievement and would be extended to the medical laboratories in private sector. 

Key words: certification of quality management system, Ministry of Public Health (MOPH) 
Standard
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เอนไซม์แลคเตทดีไฮโดรจีเนสของพลาสโมเดียม 

ฟัลซิพารั่มในเซลล์สัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม
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บทคัดย่อ การศกึษาทีผ่่านมาคณะผู้วจัิยได้พฒันาพลาสมดิ pcDNA-pLDHAbHCγLCκ/C10 ทีบ่รรจุยีนอิมมโูนโกลบูลนิ 
ที่จำาเพาะต่อเอนไซม์แลคเตทดีไฮโดรจีเนสของ Plasmodium falciparum (pLDH) เพื่อใช้ในการสร้างรีคอมบิแนนท์ 
โมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ pLDH การศกึษาน้ีมวีตัถุประสงค์เพือ่ศกึษาสภาวะทีเ่หมาะสมในการสรา้งและผลติรีคอมบิแนนท ์
แอนติบอดีต่อ pLDH ในเซลล์ 293F โดยศึกษาอัตราส่วนของพลาสมิดที่มีในท้องตลาด pEGFP-N1 ต่อปริมาตรน้ำายา 
transfection ที่นำาพลาสมิดเข้าสู่เซลล์พบว่าอัตราส่วนระหว่างพลาสมิดดังกล่าวต่อน้ำายา transfection คือ 1 µg: 1.2 µl 
และเมื่อใช้อัตราส่วนดังกล่าวในการนำาพลาสมิด pcDNA-pLDHAbHCγLCκ/C10 เข้าสู่เซลล์ 293F พบว่ามีการสร้าง 
รีคอมบิแนนท์แอนติบอดีสูงสุดในวันที่ 4 หลังจากการ transfection เมื่อทดสอบโดยวิธี ELISA การศึกษาคุณสมบัติของ 
รีคอมบิแนนท์โมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีได้ โดย SDS-PAGE และ Western blotting พบว่า มีลักษณะไม่แตกต่างจาก 
โมโนโคลนอลแอนติบอดีของหนูและพบว่ารีคอมบิแนนท์โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ได้มีความจำาเพาะกับ pLDH ของ 
เชื้อ P. falciparum ในเซลล์เม็ดเลือดแดงเมื่อทดสอบโดยวิธี IFA ดังนั้นรีคอมบิแนนท์โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่สร้างได้นี้
จึงมีความเป็นไปได้ที่จะนำาไปพัฒนาสำาหรับการตรวจวินิจฉัยโรคมาลาเรียที่เกิดจากเชื้อ P. falciparum
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Introduction

Antibody is a glycoprotein that is produced from B-lymphocytes in response to antigen, 
of which produced from a single clone of B-lymphocyte called monoclonal antibody (MAb). 
MAbs have been widely used in biomedicine especially for development of diagnostics and therapeutic 
agents.(1, 2)  Hybridoma technique, a method for development of hybridoma that produced MAb, 
was developed by Köhler and Milstein in 1975 by fusion of splenocytes which consist of various cell 
populations of lymphocytes including B lymphocytes from spleen of immunized mouse with immortal 
cancer cells.(3, 4) The obtained hybridoma had both properties from mother cells: B lymphocytes  
and myeloma cells that could secrete antibodies and perform continuous growth, respectively.(5) 

The production of MAb from hybridoma cells can be performed by injection of hybridoma into 
the abdomen of a mouse called the ascites method, or culturing in flask or bioreactor as in vitro 
methods.(6) But concerning animal welfare, many countries in Europe and United States of 
America have banned or have laws and guidelines for limiting the ascites method of MAb 
production. Cultivation of hybridoma cells in flask or bioreactor was expensive and time-consuming.(7) 

Furthermore both methods were limited to no long term monoclonal antibody production because 
hybridoma cells were  not stable.(8)

The recombinant DNA technology can be used to produce antibodies as recombinant  
monoclonal antibody especially in mammalian cells, by isolation of immunoglobulin gene from various 
sources of cells and cloning into expression vectors to express proteins in culture cells.(9, 10, 11, 12, 13) 

In previous study we have developed a recombinant plasmid containing immunoglobulin gene 
encoding monoclonal antibody against lactate dehydrogenase enzymes of Plasmodium falciparum 
(pLDH) for using in malarial diagnosis. In order to produce the recombinant monoclonal antibody 
by transient expression in mammalian cells, the optimal condition for protein expression should 
be determined. Therefore, this study was aimed to optimize primarily the transfection reagent 
used for transfection of the recombinant plasmid for expression of the MAb against pLDH in 293F  
cells modified from human embryonic kidney (HEK) 293 cell line that has been widely used for 
transient protein expression.(14, 15) The obtained conditions was expected to use for production of  
recombinant monoclonal antibody against pLDH for further study in various malaria research  
and the experiments will be applied for optimization of expression of various proteins in  
mammalian cells.

Materials and Methods

1. Plasmids

1.1 pcDNA-pLDHAbHCγLCκ/C10
The plasmid pcDNA-pLDHAbHCγLCκ/C10 containing immunoglobulin heavy chain 

and light chain gene encoding monoclonal antibody against lactate dehydrogenase enzymes from  
Plasmodium falciparum (Medical Biotechnology Center, Medical Life Sciences Institute, 
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Department of Medical Sciences) was previously prepared, briefly, the variable region of heavy  
chain (VH) and light chain (VL) genes from scFv  clone10 producing single chain variable fragment  
(scFv) antibody against pLDH were assembled together with mouse Cγ and Cκ for expression of 
recombinant monoclonal antibody against pLDH by blunt end cloning using restriction enzymes 
HpaI for VH and AfeI for VL, and then cloned into pcDNA3.4 containing Cγ and Cκ, respectively.

1.2 pEGFP-N1
pEGFP-N1 (Clonetech) encodes green fluorescence protein (GFP) with bright fluorescence 

and high expression in mammalian cells.(16, 17, 18)

2. Recombinant plasmodium lactate dehydrogenase enzymes antigen (pLDH)

The plasmid pET : LDH was previously prepared, briefly, the pLDH gene encoding  
for pLDH antigen of  P. falciparum was  amplified  by PCR using specific primers to create  restriction 
sites of EcoRI and SalI, at upsteam and downstream  of the PCR product. After gel purification the 
PCR product was digested with EcoRI and SalI restriction enzymes and ligated with expression 
vector pET-21a (Novagen) which digested with the same restriction enzymes. The obtained recombinant 
plasmid was named pET : LDH.

Recombinant pLDH  protein was prepared as previously described, briefly, the recombinant 
E. coli BL21(DE3) containing recombinant plasmids pET: pLDH were cultured in 100 ml LB medium 
and induced  with 0.1 mM Isopropyl thiogalactoside (IPTG). Then cell pellets were harvested by 
centrifugation and sonicated in lysis buffer (50 mM NaH2PO4, 300 mM  NaCl and 2.5 mM  Immidazole, 
pH 8.0). After centrifugation the soluble protein pLDH in supernatant was purified using Ni-NTA resin 
(QIAGEN) according to manufacturer’s protocol. The obtained purified protein was analyzed by 
SDS-PAGE and Western blotting  and stored at –20 ำC in 50% glycerol.

3. Cell and cell culture media

The FreestyleTM 293F cells (InvitrogenTM, Life Technologies) were propagated in  
disposable polycarbonate erlenmeyer flask with FreestyleTM 293 expression medium (InvitrogenTM, 
Life Technologies). The viable cells were determined by Trypan blue exclusion method.(19) 

The cells were continuously cultured until the density of 1 × 106 viable cells/ml was reached, then 
the cells were subcultured to density of 1-2 × 105 viable cells/ml in 15 ml of fresh medium by 
incubating at 37 ำC and 8% CO2with orbital shaking at 140 rpm.

4. Parasites

The parasites, Plasmodium  falciparum strain  K1were maintained by culture in erythrocyte 
(blood group O) at 1% hematocrit  in 10 ml RPMI1640 medium with 25 mM HEPES, 2 mg/ml glucose, 
5% sodium bicarbonate and 10% human serum (blood group AB). The culture was incubated 
in a humidified incubator at 37 ำC with gas controlled environment of 5% CO2, 5% O2 and 90% N2 
which was fed according to the established procedure.(20)
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5. Optimization of pEGFP-N1: Transfection reagent ratio in 293 F cells

The 293F cells were cultured in 12 well plate at density of 1 × 106 cells/ml in 0.8 ml  
FreestyleTM 293 expression medium for 24 hours before transfection. Prior to transfection, the reagents 
were prepared as followings; 2 µg of  pEGFP-N1 was  diluted in Opti Pro SFM (Gibco, Life Technologies) 
to the total volume of 16 µl in 1.5 ml centrifuge tube for 6 tubes, and transfection reagent  
(Gen Carrier-1TM, Epoch Life Science) was diluted  individually in Opti Pro SFM at 1.2, 1.6, 2.0, 2.4, 2.8 
and 3.2 µl to the total volume of 16 µl, respectively. After mixing both reagents together and incubating 
at room temperature for 20 minutes, the DNA-Transfection reagent complexes were added directly to 
each well, mixed gently and continued culturing with rotating at 140 rpm, 37 ำC and 8% CO2 for 24 hours. 
The cell morphology and expression of GFP protein in each condition was observed under 
an inverted fluorescence microscope (EclipseTi-S, Nikon) at 24 hours post transfection.

6. Transfection of pcDNA-pLDHAbHCγLCκ/C10 into 293 F cells 

293F cells were seeded into 30 ml of FreestyleTM 293 Expression medium with density of 
6 ×105 - 7 ×105 cells/ml in 125 ml conical cell culture flask (Corning®, Sigma-Aldrich). The culture 
was incubated in a humidified incubator at 37 ำC and 8% CO2 with orbital shaking at 140 rpm for  
24 hours before transfection. On the day of transfection, the cells were counted to maintain 
the density of 1 × 106 cells/ml. To perform transfection using the obtained optimal condition 
of the plasmid DNA: Transfection reagent in 30 ml cell culture, 75 µg of recombinant plasmid 
pcDNA-pLDHAbHCγLCκ/C10 and 90 µl transfection reagent were each diluted in Opti ProTM SFM to 
a total volume of  0.6 ml. Both reagents were mixed and incubated for 20 minutes at room temperature. 
1.2 ml DNA-Transfection reagent complexes was added to the prepared cells dropwise and gently 
mixed the plate. Transfected cell culture was incubated at 37 ำC and 8% CO2 with orbital shaking 
at 140 rpm for 7 days, using untransfected condition as negative control. The supernatant of  
transfected cell culture was collected daily at day 1-7 post transfection for ELISA assay. After 
that the culture supernatant  were harvested for purification of recombinant monoclonal antibody.

7. Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)

Four hundred microliter of culture supernatant of day 1, 2, 3, 4, 5, 6 and 7 were collected 
from transfected cell culture and carried out to determine specific reactivity with recombinant  
pLDH protein by ELISA. Each 96 well plate was coated with 100 µl of  carbonate bicarbonate buffer 
pH 9.6 containing 1 µg of recombinant pLDH protein at 4 ำC overnight. Then the plate was washed 
3 times with 300 µl PBS and blocked with blocking buffer (PBS buffer containing 8% skim milk 
powder (Difco™, Becto Dickinson and Company) for 1 hour at room temperature. After washing, 100 
µl of each sample was added to each well and incubated at room temperature for 1 hour. The plate  
was washed with PBST (PBS containing 0.05% Tween 20) for 3 times following with PBS 1 time 
then incubated with 100 µl of  Rabbit anti-mouse immunoglobulins-HRP (Dako Cytomation) at 
dilution 1:2,000 for 1 hour. After washing with Phosphate Buffered Saline Tween-20 (PBST) for  
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4 times and 1 time with Phosphate Buffered Saline (PBS), 100 µl of TMB substrate solution (KPL, 
USA) was added to each well and incubated at room temperature for 30 minutes. After that 100 µl 
of 1 M HCL was added to stop the reaction and the plate was measured absorbance at 450 nm with 
reference absorbance at 630 nm.

8.  Purification of recombinant protein
The recombinant monoclonal antibody was purified from the culture supernatant by  

Affinity chromatography using Protein A SepharoseTM Fast Flow(GE Healthcare Life sciences).  
The column was packed with 500 µl of Protein A SepharoseTM Fast Flow and equilibrated with 
10 ml binding buffer (20 mM NaHPO4 pH 7.0), then the culture supernatant containing recombinant 
antibody was applied through the column and washed the column with 10 ml of binding buffer. 
After that the bounded recombinant monoclonal antibody was eluted from the column by adding 
1 ml of elution buffer (0.1 M Sodium citrate pH 3.0) following immediately with the addition of  100 µl 
neutralizing buffer(1M Tris-Cl pH 9.0). The purified recombinant monoclonal antibody was 
concentrated and changed the buffer to PBS pH 7.2 using an ultra-centrifugation filter of 10 kDa 
(Amicon, Merck Millipore). The purified protein was analyzed to determine the concentration using 
Nanodrop® spectrophotometer (ND-1000, Nano Drop Technologies, Inc.) and analyzed by  
SDS-PAGE and Western blotting against Rabbit anti-mouse IgG-HRP (Dako Cytomation), 
and then stored at -20 ำC until used.

9.  Immunofluorescence assay (IFA)
Indirect immunofluorescence staining was carried out using purified recombinant  

monoclonal antibody against pLDH and mouse monoclonal antibody against pLDH (Arista  
BiologicalsInc, USA) as positive control. P. falciparum infected red blood cells from the cultures  
were harvested at 5% parasitemia, then the cells were smeared  on microslide and fixed with cold 
40% methanol in acetone at -80 ำC for 1 hour. Then 10 µl of 1mg/ml anti-pLDH mouse monoclonal 
antibody at dilution 1:100 or 1 mg/ml purified recombinant monoclonal antibody at the same 
dilution was added to the cells and incubated at room temperature for 45 minutes. The slide was 
washed 3 times with PBS and air dried. Ten microliter of Rabbit  anti-mouse IgG (H + L) - FITC 
(Southern Biotech) at dilution 1:200 was added and the slide was incubated at room temperature 
for 30 minutes. The slide was then washed 3 times with PBS and air dried. After mounting with 
10% glycerol in PBS and covering with a cover slip, the slide was observed under fluorescence 
microscope (EclipseNi, Nikon).

Results

1. Production of recombinant pLDH protein  for ELISA

The recombinant plasmid pET: pLDH containing ORF of pLDH that was cloned inframe 
with 6 histidine residues (6 × His) was used for expression of  pLDH-His fusion protein in E. coli BL21. 
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The obtained purified recombinant pLDH protein was shown the molecular weight of 33 kDa as 
analyzed by SDS-PAGE and Western blotting  in (Figure 1).

Figure 1 SDS-PAGE  and Western blotting of purified recombinant pLDH protein
 A: The affinity chromatography purified recombinant pLDH protein was  analyzed by 
  SDS-PAGE 
 B: Western blotting using anti-His monoclonal antibody 
  In A and B, lane 1 is  purified  recombinant pLDH protein and M is protein marker
                 (Prestained SDS- PAGE standards Low Range, Bio-Rad) while lane 2-4 in A are bovine  
  serum albumin  standard at 20, 10 and 5 mg/ml, respectively.

2. Optimization of pEGFP-N1: Transfection reagent ratio for transfection into 293 F cells 

  To determine the optimal condition of the plasmid DNA to Transfection reagent ratio for 
transfection into 293F cells, various conditions of transfection were performed as shown in  
(Figure 2A) under inverted fluorescence microscope. The transfected cells in all conditions had  
normal morphology compared to non-transfected cells. The expression of GFP in transfected cells 
was observed under the same microscope and the fluorescence density was estimated by eye.  
As shown in (Figure 2B) the highest fluorescence density was visually detected at pEGFP-N1. 
Transfection reagentratio of 1µg: 1.2 µl. Noteworthy, the expression was not increased even the 
transfection reagent was increased up to 3.2µl as shown that the fluorescence density  
was not increased when using conditions of pEGFP-N1: Transfection reagent ratio 1 µg:1.4 µl. 
and 1µg : 1.6 µl.
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3. Determination of recombinant protein expression by ELISA

The reactivity of recombinant protein expressed by transfection of pcDNA-pLDHAbHCγLCκ/
C10 into 293F cells ELISA was performed to determine the expression level of recombinant monoclonal 
antibody against pLDH in the supernatant of  transfected cell cultures from day1-7 post transfection.
The results showed that the expression  of the recombinant monoclonal antibody was increased rapidly 
from day 0-4 and not increased more afterwards until day 7 of the study as shown in (Figure 3).

A

B

 No transfection 1µg: 0.6 µg 1µg: 0.8 µg 1µg: 1.0 µg 1µg: 1.2 µg 1µg: 1.4 µg 1µg: 1.6 µg

Figure 2   Optimization of pEGFP-N1: Transfection reagent ratio for transfection into 293F cells  
Various ratios of pEGFP-N1: Transfection reagent for transfection into 293F cells  were determined. 
Cell morphology was observed under inverted fluorescence microscope at x20 magnification (A) and 
GFP expression was observed under the same microscope (B).
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Figure 3 Determination of recombinant monoclonal antibody against P. falciparum LDH 
expression  by  ELISA
 The supernatant of 293F transfected cell cultures transfected with pcDNA-pLDHAbHCγLCκ/
C10: Transfection reagent ratio at 1 µg: 1.2 µl from day 1-7 post transfection were collected and  
determined the expressed recombinant monoclonal antibody against P. falciparum LDH  by ELISA 
at absorbance 450 nm using culture medium before transfection (D0) as negative control.

Day of collection
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4.  Analysis of purified recombinant protein by SDS PAGE and Western-blot
The recombinant plasmid pcDNA-pLDHAbHCγLCκ/C10 containing immunoglobulin 

heavy chain and light chain genes encoding monoclonal antibody against pLDH was transfected into 
293F cells to produce recombinant monoclonal antibody by using the obtained optimal condition. 
After 7 days of transfection the culture supernatant was collected and purified by Affiniy  
Chromatography. The obtained purified protein was analyzed by SDS-PAGE and Western blotting 
using mouse monoclonal antibody against pLDH as positive control. As shown in (Figure 4A) 
the recombinant monoclonal antibody and positive control had the same patterns with two major 
bands  of 25 kDa for light chain and 50 kDa for heavy chain, respectively. The result of Western 
blotting in (Figure 4B) showed that the recombinant monoclonal antibody had specific reactivity 
to Rabbit anti- mouse IgG as same as the positive control.
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Figure 4  SDS-PAGE and Western blotting of purified recombinant protein against P. falciparum  
LDH
 The  purified recombinant protein was analyzed by SDS-PAGE (A) and by Western-blot  
(B). Lane 1 is mouse monoclonal antibody against pLDH (positive control), lane 2 is purified 
recombinant monoclonal antibody against pLDH, which M is protein marker (PageRulerTM  prestained 
protein ladder, Thermo Scientific).

5.  Determination of specific reactivity of recombinant protein by IFA
To determine recombinant protein antigen in P. falciparum infected cells, the IFA was 

performed while the mouse monoclonal antibody against pLDH was used as positive control. 
As shown in (Figure 5) when the infected cells were stained with purified recombinant monoclonal 
antibody against pLDH produced, the specific immunofluorescence was observed under fluorescence 
microscope (D) that had the same pattern as of that stained with positive control (B). Whereas, 
there was no specific signal observed in non-infected cells that were stained with positive control (A) 
and recombinant  monoclonal antibody against pLDH (C), respectively.
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Discussion

In this study the plasmid pcDNA-pLDHAbHCγLCκ/C10 containing immunoglobulin 
heavy chain and light chain genes was used for expression of recombinant monoclonal antibody 
against Plasmodium falciparum LDH (pLDH). The optimal protein expression was developed 
by optimizing transfection condition using pEGFP-N1 containing reporter gene expressed GFP 
protein of which  fluorescence signal in living cells can be visually detected and  had been reported 
as the advantage of this protein by Chalfie et al.(21)

 The results showed that with various conditions of different volumes of the transfection 
reagent studied (1.2-3.2 µl/0.8 × 105 293F cells) the morphology of cells was normal as compared 
to non-transfected cells at 24 hours post transfection. Khodthong et al also studied in Hela cells and 

Figure 5  Determination of specific reactivity of recombinant monoclonal antibody produced against 
P. falciparum LDH to P. falciparum infected red blood cells by IFA
 Non infected and P. falciparum infected red blood cells were stained with mouse monoclonal 
antibody against pLDH (positive control) in A and B and stained with purified recombinant monoclonal 
antibody produced against pLDH in C and D, respectively. Specific immunofluorescene was observed 
under fluorescence microscope  at 100x magnification. 
    A: Non  infected  red blood cells stained with mouse monoclonal antibody against pLDH 
 B: P. falciparum infected red blood cells stained with mouse monoclonal antibody against     
pLDH  (positive control)
    C: Non infected red blood cell stained with purified recombinant monoclonal antibody 
against P. falciparum LDH
 D: P. falciparum infected red blood cells stained with purified recombinant monoclonal  
antibody against P. falciparum LDH
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found that toxicity of transfection reagent to the cells could be detected at 24 hours post transfection, 
whereas at 8 hours post transfection  morphology of cells was normal.(22)  These suggested that 
there was no toxicity to the cells due to these volumes.

In this study the obtained optimal condition for transfection into 293F cells was the ratio 
of pEGFP-N1 to Transfection reagent  at 1 µg : 1.2 µl, whichwas used to scale up for expressing 
recombinant monoclonal antibody against pLDH using pcDNA-pLDHAbHCγLCκ/C10 in 293F 
cells and the optimal time was determined during day 1-7 post transfection. The recombinant  
monoclonal antibody in supernatant of transfected cell cultures from day 1-7 were determined for 
their specific reactivity to pLDH by ELISA. The recombinant monoclonal antibody could be detected 
from day 1 and increased rapidly to day 4 which showed the same pattern of recombinant monoclonal 
antibodies expression in HEK 293E cells using standard protocol transfection.(23) From day 5, 
the level of recombinant monoclonal antibody was not increased, it is assumed that plasmids 
were too diluted due to environmental factors and cell division that leaded to decrease of  
expression.(24)

As the purified monoclonal antibody was analyzed by SDS-PAGE and Western blotting 
which the results revealed the specific light chain and heavy chain approximately at 25 and 50 kDa(25), 
respectively, the molecular weight of light chain of recombinant monoclonal antibody was found 
slightly higher than those of mouse monoclonal antibody against pLDH, it might due to difference 
of amino acid sequence of both monoclonal antibodies. Furthermore, the recombinant  monoclonal 
antibody could react specifically with pLDH antigen in P. falciparum infected cells by IFA suggested 
that it could detect pLDH antigen in native form. From the study, the recombinant monoclonal 
antibody against pLDH produced by the optimal condition developed, had potential to use further 
in development for P. falciparum malarial diagnosis.

Conclusion

In this study we obtained the optimal condition of the ratio of  pcDNA-pLDHAbHCγLCκ/C10 
to transfection reagent  as 1 µg:1.2 µl for transfection into 293F cells to express monoclonal antibody 
against Plasmodium falciparum lactate dedyhrogenase and the highest amount was obtained by 
day 4 post transfection. The affinity chromatography purified recombinant monoclonal antibodyhad 
specific reactivity with pLDH antigen in P. falciparum infected cells by IFA.
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ABSTRACT Recombinant plasmid pcDNA-pLDHAbHCγLCκ/C10 containing immunoglobulin 
gene encoding monoclonal antibody against lactate dehydrogenase enzyme of Plasmodium falciparum 
(pLDH) has been developed in our previous study. This study was aimed to optimize the condition of 
transfection reagent for expression of the recombinant monoclonal antibody against pLDH in 293F cells. 
By optimizing transfection condition for a commercial pEGFP-N1 plasmid to transfection reagent, the 
optimal ratiowas at 1 µg:1.2 µl in 293F cells. By this ratio, the plasmid pcDNA-pLDHAbHCγLCκ/C10 was 
also transfected into 293F cells to express the recombinant monoclonal antibody and maximal level was 
found in culture supernatant at day 4 as determined by ELISA. The recombinant monoclonal antibody 
protein pattern was similar to that of the mouse monoclonal antibody against pLDH as analyzed by 
SDS-PAGE and Western blotting. Furthermore, this monoclonal antibody could react specifically to pLDH 
antigen in P. falciparum infected cells by IFA. Thus, the recombinant monoclonal antibody had potential 
in development for P. faciparum malarial diagnosis. 

Key words:  Recombinant Plasmodium falciparun monoclonal antibody, 293F cells, transfection, 

 Plasmodium falciparum lactate dehydrogenase
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บทคัดย่อ  ดองดึง (Dong-Dueng) มีชื่อวิทยาศาสตร์ว่า Gloriosa superba Linn. อยู่ในวงศ์ Liliaceae ตำารายาไทย 
ใชหั้วเป็นยาแก้ปวดขอ้ ซ่ึงมรีายงานพบสารสำาคัญทีอ่อกฤทธิ ์คือ โคลชซีิน แต่ยงัไมม่กีารบรรจุขอ้กำาหนดมาตรฐานของสมนุไพร
ชนิดนี้เข้าในตำารามาตรฐานยาสมุนไพรไทย การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อให้ได้ข้อมูลเบื้องต้นในการจัดทำาข้อกำาหนดคุณภาพ
ทางเคมแีละกายภาพ โดยเก็บตัวอย่างหัวดองดึงจากแหลง่ธรรมชาติและซือ้จากร้านขายยาแผนโบราณในประเทศไทยจำานวน 15 
ตัวอย่าง ผลการศกึษาคุณสมบัติทางเคมแีละกายภาพของตัวอย่าง ปริมาณสารสกัดด้วยน้ำา ปริมาณสารสกัดด้วยเอทานอล ปริมาณ
ความชืน้ ปริมาณเถ้ารวม และปริมาณเถ้าทีไ่มล่ะลายในกรด มค่ีาเฉลีย่คิดเป็นร้อยละ 20.92 ± 2.41, 2.70 ± 0.93, 8.75 ± 0.82, 
4.57 ± 1.22 และ 1.10 ± 1.03 โดยน้ำาหนัก ตามลำาดับ รวมทั้งได้มีการตรวจเอกลักษณ์ทางเคมีด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีชนิด
ผิวบาง ผลการศึกษาน้ีจะเป็นประโยชน์ในการควบคุมคุณภาพและใช้เป็นข้อมูลสำาหรับจัดทำาข้อกำาหนดมาตรฐานของดองดึง 
ต่อไป 
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บทนำา
ดองดึง มีชื่อวิทยาศาสตร์ว่า Gloriosa superba Linn. อยู่ในวงศ์ Liliaceae มีชื่ออื่น เช่น ก้ามปู (ชัยนาท)

คมขวานบ้องขวานหัวขวาน (ชลบุรี) ดาวดึงว่านก้ามปู (ภาคกลาง) พันมหา (นครราชสีมา) มะขาโก้ง (ภาคเหนือ) 
หมอยหย่ีา (อดุรธานี) เป็นไม้ล้มลกุเลือ้ยเกาะพนัต้นไม้อืน่ ยาวได้ถงึ 5 เมตร ลำาต้นเป็นหวัหรอืเหง้าขนาดเลก็อยูใ่ต้ดนิ 
รูปร่างกลมเรียว มีหงอนเหมือนขวานใบเดี่ยวเรียงสลับ หรือเรียงเป็นวงรอบข้อ 1-3 ใบรูปขอบขนานแกมรูปใบหอก  
ยาว 5-15 เซนติเมตร ไร้ก้าน ปลายใบแหลมยืดยาวออกทำาหน้าที่เป็นมือเกาะ โคนใบมน เส้นใบขนานกันไปสิ้นสุดที่
ปลายใบ หลังใบ และท้องใบเรียบ ขอบใบเรียบ ดอกเดี่ยวขนาดใหญ่ ออกที่ซอกใบ ใกล้ปลายเถา สีเหลือง ปลายกลีบ 
สีแดง โคนกลีบเมื่อบานใหม่ๆ มีสีเหลือง เม่ือดอกบานเต็มที่จะเปลี่ยนเป็นสีแดง ทั้งดอกมีกลีบ 6 กลีบ สีเขียวอ่อน 
และจะเปลี่ยนเป็นสีเขียวและแดง กลีบรูปแถบ เรียวยาว 5-7.5 เซนติเมตร โค้งกลับไปทางก้านดอก ขอบกลีบหยัก
เป็นคลื่น เกสรเพศผู้มี 6 อัน ชี้ออกเป็นรัศมีตามแนวนอน ก้านยาว 3-5 เซนติเมตร อับเรณูยาวประมาณ 1 เซนติเมตร 
ก้านเกสรเพศเมียยาว 0.3-0.7 เซนติเมตร แยกเป็น 3 แฉก ก้านดอกยาวประมาณ 5 เซนติเมตร ผลเป็นฝัก แห้งแตก
ได้ รูปกระสวย ปลายผลแหลม ขนาดกว้าง 2.5-3 เซนติเมตร ยาว 6-8 เซนติเมตร ผิวเรียบ มักมีสันตื้นๆ มี 3 พู เมล็ด
กลมสีส้มแกมนำ้าตาลจำานวนมาก พบตามป่าดงดิบเขาชื้น ที่รกร้างว่างเปล่าที่มีความชุ่มชื้นสูง(1) (ภาพที่ 1)

สารเคมีที่พบได้ในดองดึงประกอบด้วย 1, 2-ไดดิเมธิลโคลชิซีน (1, 2-didemethylcolchicines)  
2, 3-ไดดิเมธิลโคลชิซีน (2, 3-didemethylcolchicine) เอ็น-ดิอาซีทิล โคลชิซีน (N-deacetylcolchicines) 
โคลชิโคไซด์ (Colchicoside) โกลรโิอซีน (Gloriosine) ซูเพอบีน (superbine) ลูมิโคชิซีน (Lumicolchicine) 
3-ดเิมธลิ-เอน็-ดเิมธลิ-เอน็-ดิฟอมลิ-เอน็-ดิอะซีทิลโคลชิซีน (3-demethyl-N-deformyl-N-deacetylcolchicine) 
3-ดิเมธิลโคลชิซีน (3-demethylcolchicine) เอ็น-ฟอมิล-ดิอะซีทิลโคลชิซีน (N-formyl-deacetylcolchicine) 
แทนนิน (Tannins) กรดเบนโซอิก (benzoic acid) กรดซาลิไซลิค (salicylic acid) สเตอรอล (sterols)(2)  

(ภาพที่ 2)

ภาพที่ 1  ส่วนของหัวหรือเหง้า ใบ ดอก และผลของดองดึง
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โคลชิซีน (Colchicine) เป็นสารกลุ่มอัลคาลอยด์มีคุณสมบัติละลายได้ดีในแอลกอฮอล์ ในทางการแพทย์
นำามาใช้รักษาโรคเกาต์ไขข้ออักเสบ ความเป็นพิษของโคลชิซีน มีรายงานขนาดความเป็นพิษ 7-60 มิลลิกรัม โดยพบ 
มรีอยไหม้ทีป่ากและคอ อาเจยีน ระคายเคอืง เป็นไข้ อาการปวด และไตวาย การทำางานทีผ่ดิปกตขิองอวัยวะหลายระบบ 
เกิดขึ้นภายใน 24 - 72 ชั่วโมง จนทำาให้ถึงแก่ชีวิตได้ ยังไม่มียาต้านฤทธิ์โคลชิซีนโดยตรง แต่เป็นการดูแลแบบประคับ
ประคอง การรักษาภาวะสมดุลของเกลือแร่ที่ผิดปกติและการให้สารนำ้าทดแทนอย่างเพียงพอ(3)

จากคัมภีร์แพทย์ไทยแผนโบราณ หัวดองดึงมีรสร้อนเมา ใช้แก้โรคปวดข้อ โรคเรื้อน ลมจุกเสียด ขับผายลม 
ปวดกล้ามเน้ือ แก้โลหิตและลม โดยมีการนำาไปใช้ในตำารับยาหลายตำารับ เช่น ยาประสะการบูร ยาแก้ระดูขัด 
ยาขับโลหิต ยาแสงพระอาทิตย์ ยาวาโยไชย ยาเขียวทรพิษ ยาอำามะฤกควาที ยาแก้ริดสีดวงจมูก(4, 5) แต่เนื่องจากยังไม่มี
ข้อกำาหนดมาตรฐานของดองดึงในตำารามาตรฐานยาสมุนไพรไทย จึงได้ทำาการศึกษาเอกลักษณ์ทางเคมีและคุณสมบัต ิ
ทางเคมแีละกายภาพของหวัดองดงึเพ่ือใช้เป็นข้อมลูพืน้ฐานในการจดัทำาข้อกำาหนดมาตรฐาน สำาหรบัการควบคุมคุณภาพ
ของหัวดองดึงแห้งในประเทศไทย

วัสดุและวิธีการ
ตัวอย่างสมุนไพร

สมุนไพรดองดึงที่ใช้ในการศึกษาน้ีคือส่วนที่เป็นหัวจากแหล่งธรรมชาติผ่านการตรวจสอบชนิดพืชที่ถูกต้อง
ตามหลักพฤกษอนุกรมวิธานโดยนักพฤกษศาสตร์ มีชื่อวิทยาศาสตร์ว่า Gloriosa superba Linn. วงศ์ Liliaceae 
จำานวน 3 ตัวอย่าง และซื้อจากร้านขายยาแผนโบราณในแต่ละภาคของประเทศไทยในช่วงเดือนมิถุนายน พ.ศ. 2556  
ถงึเดอืนมถินุายน พ.ศ. 2557 จำานวน 12 ตัวอย่าง นำาตวัอย่างทีไ่ด้มาอบให้แห้งทีอ่ณุหภมู ิ50 องศาเซลเซียส บดให้ละเอียด 
และผ่านแร่งเบอร์ 80

เครื่องมือและอุปกรณ์
เครื่องชั่งไฟฟ้าทศนิยม 4 ตำาแหน่ง รุ่น BT 224S ของบริษัท Sartorius
เตาเผาอุณหภูมิสูง รุ่น 6000 ของบริษัท Thermolyne
เครื่องเขย่า รุ่น SA-31 ของบริษัท YAMATO

ภาพที่ 2 สารสำาคัญที่พบในสมุนไพรดองดึง
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ตู้อบร้อน รุ่น ULE600 ของบริษัท Memmert
เตาบุนวม รุ่น LG 2/ER ของบริษัท IsopadTM

เตาไฟฟ้า รุ่น C-MAG HS10 ของบริษัท IKA
อ่างนำ้าควบคุมอุณหภูมิ รุ่น W 350T ของบริษัท Memmert
อ่างนำ้าความถี่สูง รุ่น Transonic ของบริษัท ELMA
แผ่นแก้วเคลือบซิลิกาเจล (Silica Gel 60 F254) ขนาด 20 × 20 มิลลิเมตร ความหนา 0.25 มิลลิเมตร

ของบริษัท Merck
ตู้ตรวจวัดแสงอัลตราไวโอเลต ของบริษัท Camag

สารมาตรฐานและสารเคมี
1) สารเคมีเป็นชนิดที่ใช้สำาหรับการวิเคราะห์ (analytical grade) 
2) สารละลาย 5% วานิลลีนในกรดกำามะถัน 

วัสดุและวิธีการ
วิธีการ
1.  การตรวจเอกลักษณ์ทางเคมีด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีชนิดผิวบาง (Thin layer chromatography)

1.1  การเตรียมสารละลายตัวอย่าง
 นำาผงสมุนไพรหัวดองดึงแห้ง 5 กรัม เติมเอทานอลเข้มข้นร้อยละ 95 จำานวน 20 มิลลิลิตร สกัดใน

อ่างนำ้าความถี่สูงเป็นเวลา 10 นาที นำามาเขย่าเป็นเวลา 30 นาที และกรองผ่านกระดาษกรอง (Whatman No.4) 
นำาสารละลายที่กรองได้ 10 มิลลิลิตร ไประเหยบนอ่างนำ้าควบคุมอุณหภูมิจนแห้ง ละลายกลับด้วยเอทานอล 1 มิลลิลิตร

1.2  การเตรียมสารละลายมาตรฐาน
 นำาโคลชิซีน 10 มิลลิกรัม ละลายด้วยเอทานอล 10 มิลลิลิตร 
1.3  การเตรียมนำ้ายาแยก (developing solvent) 
 ชนิดที่ 1 ผสม benzene: ethyl-acetate: diethylamine: methanol อัตราส่วน 50:40:10:8 

ให้เข้ากัน นำาสารละลายมาใส่ในถังทำาโครมาโทกราฟี แล้วทิ้งไว้ให้อิ่มตัวอย่างน้อย 1 ชั่วโมง ก่อนใช้
 ชนิดที่ 2 ผสม ethyl-acetate: methanol: ammonium solution อัตราส่วน 85 : 10 : 5  

ให้เข้ากัน นำาสารละลายมาใส่ในถังทำาโครมาโทกราฟี แล้วทิ้งไว้ให้อิ่มตัวอย่างน้อย 1 ชั่วโมง ก่อนใช้งาน
1.4  วิธีการ
 นำาสารละลายสารมาตรฐานและสารละลายตัวอย่างที่จะทดสอบชนิดละ 3 และ 5 ไมโครลิตร ตามลำาดับ 

มาแต้มบนแผ่นกระจกเคลือบด้วยซิลิกาเจล (Silica Gel 60 F254) ในแนวระดับเดียวกัน โดยให้ห่างจากขอบล่าง
ประมาณ 2.5 เซนติเมตร และให้มีระยะห่างระหว่างสารละลายแต่ละจุดไม่น้อยกว่า 1.0 เซนติเมตร ผึ่งให้แห้งนำาไปตั้ง
ในถังทำาโครมาโทกราฟีที่มีนำ้ายาแยกทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง รอให้นำ้ายาแยกซึมขึ้นไปตามผิวสูง 12 เซนติเมตร นำาแผ่น 
โครมาโทแกรมชนิดผิวบางออกจากถัง ตั้งทิ้งไว้ให้แห้งในตู้ดูดควัน แล้วนำาไปตรวจสอบ

1.5  การตรวจสอบ
 1) ตรวจส่องภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตท่ีความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร สังเกตตำาแหน่งและสีของ 

แถบสารที่ทึบแสง
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 2) ตรวจส่องภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 366 นาโนเมตร สังเกตตำาแหน่งและสีของ 
แถบสารที่เรืองแสง

 3) ตรวจสอบโดยพ่นด้วยสารละลาย 5% วานิลลนีในกรดกำามะถนั ทิง้ไว้ให้แห้ง ให้ความร้อนบนเตาไฟฟ้า 
ที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที สังเกตตำาแหน่งและสีของแถบสารภายใต้แสงธรรมชาติ

2.  การศึกษาคุณสมบัติทางเคมีและกายภาพ
2.1  วิธีการหาปริมาณความชื้น 
 ตามวิธีที่กำาหนดไว้ในตำารามาตรฐานยาสมุนไพรไทย(6)  โดยช่ังผงหัวดองดึงที่ทราบนำ้าหนักแน่นอน 

5 กรัม ลงในขวดชั่งที่ทราบนำ้าหนักคงที่ (อบภาชนะที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส นาน 3 ชั่วโมง ทิ้งให้เย็น บันทึกนำ้า
หนัก) นำาไปอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส นาน 5 ชั่วโมง ทิ้งให้เย็น นำาไปชั่งนำ้าหนัก บันทึกค่านำ้าหนักที่ได้ นำาไปอบ
ซำา้อกีครัง้ทีอ่ณุหภมู ิ105 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง ทิง้ให้เยน็ นำาไปช่ังนำา้หนัก (นำา้หนักทีไ่ด้จากการช่ังนำา้หนัก 2 ครัง้ 
มีค่าต่างกันไม่เกิน 12.5 มิลลิกรัม) บันทึกค่านำ้าหนักที่ได้ คำานวณหาค่าร้อยละของปริมาณความชื้น

2.2  การหาปริมาณเถ้ารวม
 ตามวิธีการท่ีระบุไว้ในตำารามาตรฐานยาสมุนไพรไทย(7) โดยช่ังผงหัวดองดึงที่ทราบนำ้าหนักแน่นอน 

2 กรัม ลงในถ้วยกระเบ้ืองทีท่ราบนำา้หนักคงที ่(เผาภาชนะทีอ่ณุหภมู ิ450 องศาเซลเซียส นาน 8 ช่ัวโมง ทิง้ให้เยน็ บันทกึ 
นำา้หนัก) นำาไปเผาทีอ่ณุหภมู ิ450 องศาเซลเซียส นาน 8 ช่ัวโมง ได้เถ้าทีป่ราศจากสดีำา ท้ิงให้เย็น นำาไปช่ังนำา้หนัก บันทกึ
ค่านำ้าหนักที่ได้ คำานวณหาค่าร้อยละของปริมาณเถ้ารวม

2.3  การหาปริมาณเถ้าที่ไม่ละลายในกรด
 ตามวิธกีารทีร่ะบุไว้ในตำารามาตรฐานยาสมนุไพรไทย(7)  โดยนำาเถ้ารวมในถ้วยกระเบ้ืองมาเตมิกรดเกลอื

เจือจาง (10% w/v) 25 มิลลิลิตร และนำาไปต้มบนเตาไฟฟ้า 5 นาที เริ่มจับเวลาเมื่อเถ้าในด้วยกระเบื้องเริ่มหมุนวน 
กรองด้วยกระดาษกรองชนิดที่ปราศจากเถ้า (Whatman No. 41) ล้างตะกอนด้วยนำ้าร้อน จนนำ้าล้างตะกอนเปลี่ยน
จากกรดเป็นกลาง นำาเถ้าที่กรองได้และกระดาษกรองใส่ลงในถ้วยกระเบ้ืองใบเดิม ทำาให้แห้งบนเตาไฟฟ้า และนำาไป
เผาในเตาเผาอุณหภูมิสูงที่อุณหภูมิ 500 องศาเซลเซียส ทิ้งให้เย็น นำาไปชั่งนำ้าหนัก บันทึกค่านำ้าหนักที่ได้ คำานวณหา
ค่าร้อยละของปริมาณเถ้าที่ไม่ละลายในกรด

2.4  การหาปริมาณสารสกัดด้วยนำ้า
 ตามวิธีการที่ระบุไว้ในตำารามาตรฐานยาสมุนไพรไทย(7) โดยหมักผงหัวดองดึง 5 กรัม ที่ทราบนำ้าหนัก

แน่นอนด้วยนำ้าที่อิ่มตัวด้วยคลอโรฟอร์ม จำานวน 100 มิลลิลิตร ในขวดแก้วมีฝาปิด (glass-stopper conical flask) 
เขย่าด้วยเครื่องเขย่า 6 ชั่วโมง และตั้งทิ้งไว้อีก 18 ชั่วโมง แล้วกรองด้วยกระดาษกรอง จากนั้นนำาสารละลายที่กรองได้
ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ใส่ลงใน evaporating dish ที่ทราบนำ้าหนักคงที่ (อบภาชนะที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส 
นาน 3 ชั่วโมง ทิ้งให้เย็น บันทึกนำ้าหนัก) แล้วนำาไประเหยบนอ่างอังไอนำ้าจนแห้ง นำา dish ไปอบที่อุณหภูมิ 105 องศา
เซลเซียส นาน 5 ชัว่โมง ทิง้ให้เยน็ นำาไปชัง่นำา้หนัก บันทกึค่านำา้หนักทีไ่ด้ นำาไปอบซำา้อกีครัง้ทีอ่ณุหภมู ิ105 องศาเซลเซียส  
นาน 1 ชั่วโมง ทิ้งให้เย็น นำาไปชั่งนำ้าหนัก (นำ้าหนักที่ได้จากการชั่งนำ้าหนัก 2 ครั้ง มีค่าต่างกันไม่เกิน 2.5 มิลลิกรัม) 
บันทึกค่านำ้าหนักที่ได้ คำานวณค่าร้อยละของปริมาณสารสกัดด้วยนำ้าที่ได้

2.5  การหาปริมาณสารสกัดด้วยเอทานอล
 ทำาตามวิธีที่ระบุไว้ในตำารามาตรฐานยาสมุนไพรไทย แต่เปลี่ยนใช้ตัวทำาละลายเป็นเอทานอลเข้มข้น 

ร้อยละ 95 และคำานวณหาค่าร้อยละของปริมาณสารสกัดด้วยเอทานอลที่ได(้7)
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ผล
1.  การศึกษาเอกลักษณ์ทางเคมีด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีชนิดผิวบาง

การตรวจสอบสารสำาคัญ คือโคลชิซีนโดยวิธีโครมาโทกราฟีชนิดผิวบาง สามารถตรวจพบโดยให้ผลทึบแสง 
เมื่อส่องภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร ให้ผลเรืองแสงสีเหลืองเม่ือนำาไปส่องภายใต้แสง
อลัตราไวโอเลตความยาวคลืน่ 366 นาโนเมตร และให้แถบสเีหลือง เมือ่พ่นด้วยสารละลาย 5% วานิลลนีในกรดกำามะถัน 
แล้วนำาไปให้ความร้อน (ภาพที่ 3)

การตรวจสอบสารสกดัเอทานอลของดองดงึทัง้ 15 ตวัอย่าง ในนำา้ยาแยกชนิดที ่1 benzene: ethyl-acetate: 
diethylamine: methanol ในอัตราส่วน 50:40:10:8 พบว่า แสดงแถบของสารที่ตำาแหน่งเดียวกัน 11 แถบ มีค่า hRf 

ในช่วง 16-20, 23-25, 30-35, 48-50, 51-55, 60-61, 65-67, 81-83, 86-89, 93-95 และ 96-98 เมื่อเทียบกับ
สารสำาคัญ คือ โคลชิซีน มีค่า hRf  ในช่วง 51-55 (ตารางที่ 1) โดยให้ผลทึบแสง เมื่อส่องภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต
ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร ให้ผลเรืองแสงสีเหลืองเมื่อนำาไปส่องภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตความยาวคลื่น 366 
นาโนเมตร และให้แถบสเีหลอืง เมือ่พ่นด้วยสารละลาย 5% วานิลลนีในกรดกำามะถนั แล้วนำาไปให้ความร้อน (ภาพที ่3)

ภาพที่ 3   โครมาโทแกรมของสารสกัดจากหัวดองดึงแห้ง โดยใช้นำ้ายาแยก ชนิดที่ 1 ส่วนผสมของ benzene: 
ethyl-acetate: diethylamine: methanol ในอัตราส่วน 50 : 40 : 10 : 8

1 = ตัวอย่างผงหัวดองดึงแห้งหมายเลข PMC01 (authentic) 
2 = ตัวอย่างผงหัวดองดึงแห้งหมายเลข PMC02 (authentic) 
3 = ตัวอย่างผงหัวดองดึงแห้งหมายเลข PMC03 (authentic) 
4 = ตัวอย่างผงหัวดองดึงแห้งหมายเลข PMC04  
5 = ตัวอย่างผงหัวดองดึงแห้งหมายเลข PMC05
6 = สารมาตรฐานโคลชิซีน
7 = ตัวอย่างผงหัวดองดึงแห้งหมายเลข PMC06 
8 = ตัวอย่างผงหัวดองดึงแห้งหมายเลข PMC07 
I = ตรวจสอบภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต ที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร
II = ตรวจสอบภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต ที่ความยาวคลื่น 366 นาโนเมตร
III = ตรวจสอบด้วยนำ้ายาพ่น 5% วานิลลินในกรดกำามะถันและให้ความร้อน 105 องศาเซลเซียส
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 จุด ค่า hRf
  การตรวจสอบ

   แสงอัลตราไวโอเลต แสงอัลตราไวโอเลต นำ้ายาพ่น
   254 นาโนเมตร 366 นาโนเมตร 5% วานิลลินในกรดกำามะถัน

 1 16 - 20 - - ชมพู
 2 23 - 25 ทึบแสง - เหลือง
 3 30 - 33 - - ม่วง
 4 48 - 50 ทึบแสง ฟ้า ม่วง
 5* 51 - 55 ทึบแสง เหลือง เหลือง
 6 60 - 61 - ฟ้า ชมพู
 7 65 -67 - - เทา
 8 81 - 83 ทึบแสง - เขียว
 9 86 - 89 - ฟ้า ชมพู
 10 93 - 95 - - ม่วง
 11 96 - 98 ทึบแสง ฟ้า ม่วง
*Colchicine

ตารางที ่1 ค่า hRf ของสารสกัดจากหวัดองดงึแห้ง โดยใช้นำา้ยาแยก ชนิดที ่1 ส่วนผสมของ benzene: ethyl-acetate: 
diethylamine: methanol ในอัตราส่วน 50:40:10:8

เมื่อนำาสารสกัดดองดึงในเอทานอลไปทดสอบในนำ้ายาแยก ชนิดที่ 2 ethyl-acetate: methanol: 
ammonium solution อัตราส่วน 85 : 10 : 5 แสดงแถบของสารที่ตำาแหน่งเดียวกัน 16 แถบ มีค่า hRf ในช่วง 6-8, 
9-10, 11-12, 18-20, 21-23, 25-28, 30-35, 36-38, 45-50, 60-65, 70-75, 79-82, 83-85, 90-92, 93-94 
และ 95-96 เมื่อเทียบกับสารสำาคัญ คือ โคลชิซีน มีค่า hRf ในช่วง 45-50 (ตารางที่ 2) ซึ่งตำาแหน่งดังกล่าวจะให้ผล
ทึบแสง เมื่อส่องภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร เมื่อนำาไปส่องภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต
ความยาวคลืน่ 366 นาโนเมตร ตวัอย่าง PMC01 (Authentic) จะเหน็การเรอืงแสงสฟ้ีาเลก็น้อย ส่วนตวัอย่าง PMC02 
และ PMC03 (Authentic) ให้ผลเรืองแสงสีฟ้าชัดเจน และเมื่อพ่นด้วยสารละลาย 5% วานิลลีนในกรดกำามะถัน แล้ว
นำาไปให้ความร้อนจะให้แถบสีเหลือง (ภาพที่ 4)

ภาพที่  4  โครมาโทแกรมของสารสกัดจากหัวดองดึงแห้ง โดยนำ้ายาแยก ชนิดที่ 2 ส่วนผสมของethyl-acetate:  
methanol: ammonium solution อัตราส่วน 85 : 10 : 5
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1 = ตัวอย่างผงหัวดองดึงแห้งหมายเลข PMC01 (authentic) 
2 = ตัวอย่างผงหัวดองดึงแห้งหมายเลข PMC02 (authentic) 
3  = ตัวอย่างผงหัวดองดึงแห้งหมายเลข PMC03 (authentic) 
4  = ตัวอย่างผงหัวดองดึงแห้งหมายเลข PMC04  
5 = ตัวอย่างผงหัวดองดึงแห้งหมายเลข PMC05
6 = สารมาตรฐานโคลชิซีน
7 = ตัวอย่างผงหัวดองดึงแห้งหมายเลข PMC06 
8 = ตัวอย่างผงหัวดองดึงแห้งหมายเลข PMC07 
I = ตรวจสอบภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต ที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร
II = ตรวจสอบภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต ที่ความยาวคลื่น 366 นาโนเมตร
III = ตรวจสอบด้วยนำ้ายาพ่น 5% วานิลลินในกรดกำามะถันและให้ความร้อน 105 องศาเซลเซียส

ตารางท่ี  2  แสดงค่า hRf ของสารสกัดจากหัวดองดึงแห้งโดยนำ้ายาแยก ชนิดที่ 2 ส่วนผสมของ ethyl-acetate: 
methanol: ammonium solution อัตราส่วน 85 : 10 : 5

2.  ผลการศึกษาคุณสมบัติทางเคมีและกายภาพ 
จากการทดสอบหาปริมาณความชื้น ปริมาณเถ้ารวม ปริมาณเถ้าที่ไม่ละลายในกรด ปริมาณสารสกัดด้วยนำ้า 

และปริมาณสารสกัดด้วยเอทานอลของตัวอย่างผงหัวดองดึงแห้งทั้ง 15 ตัวอย่าง โดยแต่ละตัวอย่างทำาการทดสอบ 
2 ซำ้า ผลการทดสอบคิดเป็นร้อยละโดยนำ้าหนัก (ตารางที่ 3)

 จุด ค่า hRf
  การตรวจสอบ

   แสงอัลตราไวโอเลต แสงอัลตราไวโอเลต นำ้ายาพ่น 
   254 นาโนเมตร 366 นาโนเมตร 5% วานลิลนิในกรดกำามะถนั
 1 6 - 8 - - ชมพู
 2 8 - 10 ทึบแสง - ม่วง
 3 10 - 12 - - ชมพู
 4 18 - 20 - - เทา
 5 21 - 23 - ฟ้า ชมพู
 6 25 - 28 ทึบแสง - ม่วง
 7 30 - 35 ทึบแสง - เหลือง
 8 36 - 38 - ฟ้า -
 9* 45 - 50 ทึบแสง ฟ้า เหลือง
 10 60 - 65 ทึบแสง - เทา
 11 70 - 75 ทึบแสง - เทา
 12 79 - 82 ทึบแสง - เขียว
 13 83 - 85 ทึบแสง - ชมพู
 14 90 - 92 - ฟ้า ชมพู
 15 92 - 94 - - ม่วง
 16 95 - 96 ทึบแสง ฟ้า ม่วง

*Colchicine
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PMC 01 (นักพฤกษศาสตร์) 7.7798 3.6350 0.3897 26.4287 4.0991
PMC  02 (นักพฤกษศาสตร์) 7.7686 3.3228 0.1374 23.0428 0.8150
PMC  03 (นักพฤกษศาสตร์) 7.6555 2.7955 0.1399 22.8561 1.4199
PMC  04 ร้านค้าจากกรุงเทพฯ 8.9988 5.4134 1.7645 21.8535 2.7702
PMC  05 ร้านค้าจากนครสวรรค์ 9.1608 8.5306a 5.0989a 19.9146 2.3049
PMC  06 ร้านค้าจากนครสวรรค์ 9.1067 4.6536 1.0997 22.7634 4.2500
PMC  07 ร้านค้าจากอุทัยธานี 9.0576 3.4358 0.1049 19.9290 0.5100a

PMC  08 ร้านค้าจากเชียงใหม่ 8.6024 6.5475 2.5815 19.1790 4.0496
PMC  09 ร้านค้าจากเชียงใหม่ 9.1922 4.0045 0.5949 18.8841 2.7996
PMC  10 ร้านค้าจากสงขลา 8.8839 4.8043 1.1142 21.5752 3.5245
PMC  11 ร้านค้าจากสุราษฎร์ธานี 8.9308 5.0591 1.3948 21.3246 3.0697
PMC  12 ร้านค้าจากนครราชสีมา 9.1447 4.2259 1.0796 22.0484 2.1449
PMC  13 ร้านค้าจากบุรีรัมย์ 7.1204 3.3801 0.1324 16.9550 2.7749
PMC  14 ร้านค้าจากสระแก้ว 10.1523 7.1273 3.5187 18.9702 2.8148
PMC  15 ร้านค้าจากนครราชสีมา 9.6995 3.7368 0.3099 18.0650 2.5349
 ค่าเฉลี่ย 8.7502    4.5651b 1.0967b 20.9193 2.7017b

ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 0.8238 1.2154 1.0305 2.4139 0.9270

ตารางที่ 3 ผลการศึกษาคุณสมบัติทางเคมีและกายภาพของหัวดองดึงแห้ง

 
ตัวอย่าง

 ปริมาณความชื้น ปริมาณ ปริมาณเถ้า ปริมาณ ปริมาณ
  ความชื้น เถ้ารวม ที่ไม่ละลายในกรด สารสกัดด้วยนำ้า สารสกัด
  (% w/w) (% w/w) (% w/w) (% w/w) ด้วยเอทานอล
      (% w/w)

จากข้อมูลนำาไปกำาหนดเกณฑ์มาตรฐานตำารามาตรฐานยาสมุนไพรไทย ปริมาณที่ระบุว่า “ไม่มากกว่า” จะนำา
ค่าเฉลี่ยที่ได้บวกด้วยค่าเบี่ยงเบนเฉลี่ย ได้แก่ ปริมาณความชื้น เถ้ารวม และเถ้าไม่ละลายในกรด ส่วนปริมาณที่ระบุว่า 
“ไม่น้อยกว่า” จะนำาค่าเฉลี่ยที่ได้ลบด้วยค่าเบี่ยงเบนเฉลี่ย ได้แก่ ปริมาณสารสกัดด้วยนำ้า และสารสกัดด้วยเอทานอล 
(ตารางที่ 4)

ตารางที่ 4 ผลการประเมินข้อกำาหนดทางเคมีและกายภาพของผงหัวดองดึงแห้ง

a ค่า outlier จากการคำานวณด้วยวิธี boxplot 
b ค่าเฉลี่ยคำานวณจาก 10% Trimmed mean

ปริมาณความชื้น (%w/w) 8.75 ± 0.82 a 9.57 -
ปริมาณเถ้ารวม (%w/w) 4.57 ± 1.22 b 5.79 -
ปริมาณเถ้าที่ไม่ละลายในกรด (%w/w) 1.10 ± 1.03 b 2.13 -
ปริมาณสารสกัดด้วยนำ้า (%w/w) 20.92 ± 2.41 a - 18.51
ปริมาณสารสกัดด้วยเอทานอล (%w/w) 2.70 ± 0.93 b - 1.77
an = 15
bn = 13 คำานวณจาก 10% Trimmed mean

 ประเภทของการทดสอบ ค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบน  เกณฑ์กำาหนด เกณฑ์กำาหนด
 (หน่วย) เฉลี่ย  ค่าบน ค่าล่าง
  (x ± SD) (x + SD) (x - SD)- -
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ตารางที่ 5 ข้อสรุปคุณภาพทางเคมีและกายภาพของผงหัวดองดึง (โดยนำ้าหนัก)

ปริมาณความชื้น (%w/w)  10 -
ปริมาณเถ้ารวม (%w/w)  6 -
ปริมาณเถ้าที่ไม่ละลายในกรด (%w/w) 2 -
ปริมาณสารสกัดด้วยนำ้า (%w/w) - 19
ปริมาณสารสกัดด้วยเอทานอล (%w/w) - 2

 ประเภทของการทดสอบ (หน่วย) ไม่มากกว่า ไม่น้อยกว่า

วิจารณ์
การศึกษาคุณภาพหัวดองดึงแห้งรวมทั้งสิ้น 15 ตัวอย่าง โดยตัวอย่างจำานวน 12 ตัวอย่าง ซ้ือจากร้านขาย

ยาแผนโบราณทุกภูมิภาคของประเทศไทย และตัวอย่างหัวดองดึงหัวจากแหล่งธรรมชาติผ่านการตรวจสอบชนิดพืชที่ 
ถกูต้องตามหลกัพฤกษอนุกรมวิธานโดยนักพฤกษศาสตร์ มีช่ือวิทยาศาสตร์ว่า Gloriosa superba Linn. วงศ์ Liliaceae 
ใช้เป็นตัวอย่างแท้จริง (authentic) เพื่อใช้เปรียบเทียบผล จำานวน 3 ตัวอย่าง 

การทดสอบเอกลักษณ์ทางเคมีด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีชนิดผิวบาง เป็นข้อมูลของทั้ง 15 ตัวอย่าง แต่
แสดงให้เห็นเพียง 7 ตัวอย่าง โดยเป็นตัวอย่าง Authentic 3 ตัวอย่าง (PMC 01 - PMC 03) ตัวอย่างจากร้านขาย
ยาแผนโบราณ 4 ตัวอย่าง (PMC 04 - PMC 07) เพื่อให้สามารถเห็นแถบสารได้ชัดเจน การศึกษาโดยใช้นำ้ายาแยก 
ชนิดที่ 1 benzene: ethyl-acetate: diethylamine: methanol ในอัตราส่วน 50:40:10:8 สามารถแยกแถบสาร 
โคลชิซีนออกจากสารอืน่ได้ดกีว่า ชนิดที ่2 ส่วนผสมของethyl-acetate: methanol: ammonium solution อตัราส่วน 
85:10:5 ซึ่งจะเห็นได้จากโครมาโทแกรมตำาแหน่งโคลชิซีนค่า hRf ในช่วง 45-50 เมื่อส่องภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต
ความยาวคลื่น 366 นาโนเมตร ของสารสกัด PMC 02 และ PMC 03 ควรเรืองแสงสีเหลืองกลับมีการเรืองแสงสีฟ้า 
เมื่อพ่นด้วยสารละลาย 5% วานิลลีนในกรดกำามะถัน แล้วนำาไปให้ความร้อน ก็จะให้แถบสีเหลือง เหมือนกับโคลชิซีน
จึงเป็นไปได้ว่ามีสารสองชนิดอยู่ที่ตำาแหน่งเดียวกัน อย่างไรก็ตาม ลักษณะโครมาโทแกรมที่ได้ยังคงสามารถใช้ตรวจ
เอกลักษณ์ทางเคมีของสารสกัดดองดึงได้

การตรวจคุณภาพทางเคมีและกายภาพ โดยการตรวจวิเคราะห์หาปริมาณความชื้น ปริมาณเถ้ารวม ปริมาณ
เถ้าทีไ่ม่ละลายในกรด ปริมาณสารสกดัด้วยนำา้ และปรมิาณสารสกัดด้วยเอทานอล  การตรวจปริมาณความช้ืนในสมนุไพร
มคีวามสำาคญัต่ออายกุารเกบ็และคณุภาพสมนุไพร เน่ืองจากความช้ืนจะทำาให้เกดิการเจรญิเตบิโตของเช้ือจลุนิทรย์ีหรอื
เช้ือราได้ง่าย เป็นเหตใุห้สมนุไพรไม่ได้คณุภาพและเกบ็ได้ไม่นาน ซ่ึงเป็นปัญหาของประเทศร้อนช้ืนทีต้่องมกีารกำาหนด
ค่าความชื้นไว ้สำาหรบัการตรวจปริมาณเถา้รวมและเถ้าที่ไม่ละลายในกรดเปน็ค่าที่บอกถงึการปนเปื้อนจากส่วนพชืทีไ่ม่
ต้องการหรือทราย ซ่ึงจะมผีลทำาให้คณุภาพทางกายภาพและเคมขีองสมนุไพรตำา่ลง จงึได้มกีารกำาหนดค่าสงูสดุทีย่อมให้
ตรวจพบได้ กำาหนดเกณฑ์เป็นค่า “ไม่มากกว่า” ส่วนปริมาณสารสกัดด้วยตัวทำาละลายชนิดต่างๆ เป็นการบ่งชี้คุณภาพ
ของสารสำาคัญในผงสมุนไพรโดยเฉพาะเมื่อผงสมุนไพรนั้นยังไม่มีวิธีวิเคราะห์หาปริมาณสารสำาคัญ จึงได้มีการกำาหนด
ค่าตำ่าสุดที่ยอมให้ตรวจพบได้ กำาหนดเกณฑ์เป็นค่า “ไม่น้อยกว่า” ซ่ึงผลของข้อกำาหนดค่าทางเคมีและกายภาพที่ได้
จากการทดสอบ (ตารางที่ 5) จะเห็นปริมาณเถ้ารวม และเถ้าไม่ละลายในกรด ซ่ึงมีเกณฑ์กำาหนดไม่มากกว่าร้อยละ 
6 และ 2 โดยนำ้าหนักน้ันใกล้เคียงกับค่าที่กำาหนดไว้ในเภสัชตำารับมาตรฐานยาสมุนไพรของประเทศอินเดีย(8) 

(ตารางที่ 6) ส่วนปริมาณสารสกัดด้วยนำ้า และสารสกัดด้วยเอทานอลไม่น้อยกว่าร้อยละ 19 และ 2 โดยนำ้าหนัก  
ค่อนข้างแตกต่างจากเกณฑ์ของเภสัชตำารับมาตรฐานยาสมุนไพรของประเทศอินเดีย ทั้งน้ีอาจเน่ืองจากในขั้นตอน 
การนำาสารละลายที่สกัดได้ไประเหยแห้งใช้ในปริมาณที่แตกต่างกัน คือ เภสัชตำารับมาตรฐานยาสมุนไพรของประเทศ
อินเดียให้ใช้ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ส่วนการวิจัยนี้ใช้ปริมาตร 10 มิลลิลิตร
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ตารางที่ 6 ข้อกำาหนดทางเคมีของหัวดองดึงแห้งในตำารามาตรฐานยาสมุนไพรของประเทศอินเดีย

ปริมาณความชื้น (% w/w) - -
ปริมาณเถ้ารวม (% w/w) 6 -
ปริมาณเถ้าที่ไม่ละลายในกรด (% w/w) 1 -
ปริมาณสารสกัดด้วยนำ้า (% w/w) - 15
ปริมาณสารสกัดด้วยเอทานอล (% w/w) - 5

 ประเภทของการทดสอบ (หน่วย) ไม่มากกว่า ไม่น้อยกว่า

ผลจากการศึกษาวิจัยน้ีทำาให้สามารถจัดทำาข้อกำาหนดคุณภาพเบ้ืองต้นของสมุนไพรหัวดองดึง และมีความ
จำาเป็นอย่างมากในการควบคุมคุณภาพในเรื่องปริมาณสารในสมุนไพรเน่ืองจากสารสำาคัญโคลชิซีนที่พบมีสรรพคุณ 
ในการรกัษาโรค แต่กม็รีายงานความเป็นพิษด้วย(3)  ดงัน้ัน จงึเหน็ควรดำาเนินการศึกษาวิจยัเพือ่ในการวิเคราะห์หาปรมิาณ
สารสำาคัญโคลชิซีนในสมุนไพรดองดึงเพื่อใช้ในการกำาหนดค่ามาตรฐานต่อไป

สรุป
ตัวอย่างหัวดองดึงแห้งที่นำามาศึกษาท้ัง 15 ตัวอย่าง จากการตรวจเอกลักษณ์ด้วยนำ้ายาแยก สามารถ 

ตรวจพบสารสำาคัญโคลชิซีนในทุกตัวอย่าง และจากการศึกษาคุณสมบัติทางเคมีและกายภาพ สรุปได้ว่าหัวดองดึงแห้ง
ควรมีค่ามาตรฐานทางเคมีและกายภาพ ดังนี้

ปริมาณความชื้น ไม่มากกว่า  10.0% โดยนำ้าหนัก
ปริมาณเถ้ารวมไม่มากกว่า 6.0% โดยนำ้าหนัก
ปริมาณเถ้าที่ไม่ละลายในกรดไม่มากกว่า  2.0% โดยนำ้าหนัก
ปริมาณสารสกัดด้วยนำ้าไม่น้อยกว่า  19.0% โดยนำ้าหนัก
ปริมาณสารสกัดด้วยเอทานอลร้อยละ 95 ไม่น้อยกว่า  2.0% โดยนำ้าหนัก

กิตติกรรมประกาศ
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Quality study of Dried Dong-Dueng Tuber 
(Gloriosa superba Linn.)

Tassanee  Panphadung  Saijai  Pariyawatee  Sayan  Koonnoot 
and  Narumon  Boonrasri
Regional Medical Sciences Center 12th Songkhla, Department of Medical Sciences, Amphoe Muang, 
Songkhla 90000 Thailand.

ABSTrAcT  Gloriosa superba Linn. or as called Dong-Dueng, belongs to Family Liliaceae. This herb 
has been used as analgesic for acute inflammatory disease of jointsin Thai traditional medicine. Colchicine 
is reported as the active ingredient of Dong-Dueng. There is no standard specification of Dong-Dueng  
in Thai Herbal Pharmacopoeia yet. The main objective of this study is to provide scientific information 
to establish the standard requirements for chemical characteristics. Fifteen samples of crude drug were 
collected from natural sources and purchased from traditional drugstore in Thailand. It was found that 
the contents of water-soluble extractive, ethanol-soluble extractive, moisture content, total ash content 
and acid-insoluble ash content were 20.92 ± 2.41, 2.70 ± 0.93, 8.75 ± 0.82, 4.57 ± 1.22 และ 1.10 ± 1.03%w/w, 
respectively. Chemical identification of these crude drug by thin-layer chromatography was also 
reported. The results of these study will be useful for the quality control of Dong-Dueng and preparation 
of Thai Herbal Pharmacopoeia. 

Key words:  Gloriosa superba Linn., Physico-chemical quality
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การพัฒนาและทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห ์

ยาหยอดตาทิโมลอล มาลีเอต ด้วยวิธี UPLC  

นปนันท์ วงศ์ธนากิจเจริญ กุลธิดา อำาพันธ์ทอง และบรรจง กิติรัตน์ตระการ
ศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่ 9 นครราชสีมา กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ อำาเภอเมือง นครราชสีมา 30000
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บทคัดย่อ  การพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณตัวยาทิโมลอล  มาลีเอต  ในยาหยอดตา  เพื่อให้ใช้ได้กับเคร่ืองอัลตราเพอร์ 
ฟอร์มานซ์ลคิวดิโครมาโทกราฟ ีพร้อมทัง้ทดสอบความถูกต้องของวธีิวเิคราะห์  โดยใช้คอลมัน์ Acquity UPLC BEH C18 1.7 µm, 
2.1 × 100 mm ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส โดยมีสัดส่วนตัวพา ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ และเมทานอล คือ 65 : 35 อัตราการไหล 

0.25  มิลลิลิตรต่อนาที  ตรวจวัดท่ีความยาวคลื่น  295  นาโนเมตร  ผลการทดสอบพบว่าวิธีวิเคราะห์มีความจำาเพาะต่อการ
หาปริมาณตัวยาทิโมลอล  มาลีเอต  ความสัมพันธ์เป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้น  0.056-0.423  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
มีค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจเท่ากับ 0.9999 การทดสอบความแม่นของวิธีวิเคราะห์ พบว่าร้อยละของการคืนกลับเฉลี่ยเท่ากับ 
98.2  และมีค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานเท่ากับ  0.5  การทดสอบความเที่ยงภายในวันเดียวกันมีค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานเท่ากับ  0.4 
และต่างวนักันมค่ีาเทา่กับ 1.3 วธีิวเิคราะห์มคีวามทนต่อการเปลีย่นแปลงสภาวะทีใ่ชท้ดสอบ คือ การเปลีย่นสดัสว่นของสารละลาย
ตัวพา  และการเปลี่ยนอุณหภูมิของคอลัมน์  ผลการตรวจวิเคราะห์คุณภาพยาหยอดตาทิโมลอล มาลีเอต  จำานวน 15 ตัวอย่าง 
ที่สุ่มจากโรงพยาบาลของรัฐในประเทศไทย ตรวจวิเคราะห์หัวข้อการตรวจเอกลักษณ์  การตรวจปริมาณตัวยาสำาคัญ  ค่าความ
เป็นกรด-เบส  และการทดสอบความปราศจากเชื้อ พบว่าตัวอย่างทั้งหมดมีคุณภาพเข้ามาตรฐาน
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บทนำา
ในปัจจุบันต้อหินเป็นสาเหตุอันดับแรกๆ ที่นำาไปสู่การตาบอด  (irreversible  blindness)  ของประชากร  

โดยทำาให้เกิดการตายของเซลล์และใยประสาทตา  โรคต้อหินมักพบในผู้สูงอายุ  และมีจำานวนผู้ป่วยมากขึ้นเรื่อยๆ(1)  

ทิโมลอลเป็นยาในกลุ่ม non-selective beta-adrenergic receptor antagonist ในประเทศไทยขึ้นทะเบียนเป็น 

ยาหยอดตาในรูปเกลือของทิโมลอล  มาลีเอต  ออกฤทธิ์ลดความดันลูกตาในผู้ป่วยโรคต้อหินที่มีความดันลูกตาสูง 
ยาหยอดตาทิโมลอล มาลีเอต (Timolol maleate eye drop) เป็นยาในบัญชียาหลักแห่งชาติ พ.ศ. 2556 กลุ่ม 11.4 
Drugs for treatment of glaucoma จัดอยู่ในบัญชี  ก(2)  ยาหยอดตาทิโมลอล มาลีเอต ที่ขึ้นทะเบียนในประเทศไทย 
เฉพาะสตูรยาเดยีวทีเ่ป็นยาแผนปัจจบัุนสำาหรบัมนุษย์ ม ี18 เลขทะเบียน  โดยเป็นผูผ้ลติในประเทศไทย 14 เลขทะเบียน 
และเป็นผู้ผลิตต่างประเทศ 4 เลขทะเบียน(3)

ทิโมลอล มาลีเอต มีลักษณะเป็นผงสีขาวละลายได้ในนำ้า และเอทานอล  มีชื่อทางเคมี คือ  (2S)-1-[(1,1-
Dimethylethyl)  amino]-3-[[4-(morpholin-4-yl)-1, 2, 5-thiadiazol-3-yl]oxy]propan-2-ol(Z)-
butenedioate.(4)  มีสูตรโมเลกุล  คือ  C13H24N4O3S•C4H4O4  มีนำ้าหนักโมเลกุล  432.49  และมีสูตรโครงสร้าง 
ทางเคมี(5) (ภาพที่ 1) 

ภาพที่ 1 สูตรโครงสร้างของทิโมลอล มาลีเอต

การวิเคราะห์ปรมิาณตวัยาทโิมลอล มาลเีอต ในยาหยอดตา  ทีร่ะบุไว้ในเภสชัตำารบัของประเทศสหรฐัอเมรกิา 
(USP36) ใช้วิธี High-performance Liquid  Chromatography (HPLC)  คอลัมน์ ขนาด 4.6 mm. × 15 cm. 
บรรจุอนุภาค L1 ขนาด 5 micron ควบคุมอุณหภูมิคอลัมน์ที่ 40 องศาเซลเซียส ใช้สารละลายตัวพา คือ phosphate 
buffer pH 2.8 และเมทานอล ในสัดส่วน 2:1 อัตราการไหล 1.2 มิลลิลิตรต่อนาที และตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 295 
นาโนเมตร(6)   

เน่ืองจากในปัจจุบันมีการพัฒนาเครื่องมือแยกสาร Ultra-performance  Liquid Chromatography 
(UPLC)  ที่ใช้หลักการเดียวกันกับ  HPLC  แต่มีประสิทธิภาพการแยกสารที่ดีกว่า  สามารถทนแรงดันได้มากกว่า 
ใช้คอลัมน์ขนาดสั้นกว่า  จึงใช้ระยะเวลาและสารเคมีที่ใช้ในการวิเคราะห์ลดลง  ดังน้ัน  ผู้วิจัยจึงได้พัฒนาวิธีวิเคราะห์
ปรมิาณตวัยาทโิมลอล มาลเีอต ในยาหยอดตา เพือ่ให้ใช้ได้กบั UPLC พร้อมทัง้ทดสอบความถกูต้องของวิธวิีเคราะห์(7) 

ตามหลักเกณฑ์ของ  USP(8)  และ  ICH Guideline(9)  เพื่อใช้เป็นวิธีวิเคราะห์ในการตรวจคุณภาพยาหยอดตา 
ทิโมลอล มาลีเอต
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วัสดุและวิธีการ
ตัวอย่าง 

ยาหยอดตาทิโมลอล มาลีเอต  ความแรง 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  จำานวน 15 ตัวอย่าง  สุ่มจากโรงพยาบาล
ของรัฐในประเทศไทย ระหว่างวันที่ 31 ตุลาคม 2557 ถึง 8 ธันวาคม 2557

สารเคมีและสารมาตรฐาน
สารเคม ี: monobasic sodium phosphate, phosphoric acid, methanol HPLC grade,  acetonitrile 

HPLC grade, นำ้า HPLC grade จากเครื่อง ELGA Purelab Maxima
สารมาตรฐาน : USP Timolol Maleate RS

วิธีการทดสอบ มี 5 ขั้นตอน ดังนี้
1. การเตรียมสารละลายบัฟเฟอร์ โดยการละลาย monobasic sodium phosphate 11.1 กรัม ในนำ้า 

1 ลิตร  ปรับค่าความเป็นกรด-เบส ให้อยู่ในช่วง pH 2.8 ± 0.05 ด้วยกรด phosphoric acid 
2. การเตรียมสารละลาย Diluent ผสม acetonitrile และสารละลายบัฟเฟอร์ ในอัตราส่วน 2 : 1
3. การเตรียมสารละลายตัวพา  ผสมสารละลายบัฟเฟอร์  และเมทานอล ในอัตราส่วน 65 : 35
4. การเตรียมสารละลายมาตรฐาน  ชั่งสารมาตรฐาน USP Timolol Maleate RS 34  มิลลิกรัม  ละลาย

ในนำา้ 25 มลิลลิติร จากน้ันเจอืจางด้วยนำา้ให้ได้ความเข้มข้น 0.056, 0.113, 0.141, 0.169, 0.282  และ 0.423 มลิลกิรัม
ต่อมิลลิลิตร

5. การเตรียมสารละลายตัวอย่าง ละลายตัวอย่างเทียบเท่า ทิโมลอล 5 มิลลิกรัม ในสารละลาย Diluent 
15 มิลลิลิตร  ผสมให้เข้ากัน  ปรับปริมาตรด้วยนำ้าให้ได้ปริมาตร 50 มิลลิลิตร

เคร่ืองมือ และอุปกรณ์ เครื่อง  UPLC: Waters Model  H-class    ประกอบด้วย  Quaternary 
solvent manager, Sample manager FTN, Column Heater Compartment และ PDA eλ Detector 
ส่วนควบคมุและประมวลผลโดย  Empower Software คอลมัน์  Acquity UPLC BEH C18 1.7µm , 2.1 × 100 mm

สภาวะทีใ่ช้ทดสอบ   ฉีดสารละลาย 1 ไมโครลติร เข้าเครือ่ง UPLC โดยใช้คอลมัน์  Acquity UPLC BEH 
C18 1.7µm, 2.1 × 100 mm  ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  โดยมีสัดส่วนตัวพา Phosphate buffer และเมทานอล  
คือ 65 : 35 อัตราการไหล 0.25 มิลลิลิตรต่อนาที  ตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 295 นาโนเมตร

การทดสอบความถูกต้องของวิธี (Method Validation)    ทดสอบตามหลักเกณฑ์ของ  USP(8) 

และ  ICH Guideline(9)  ในหัวข้อการทดสอบความจำาเพาะของวิธี  (Specificity),  การทดสอบความเป็นเส้นตรง 
และช่วงของการวิเคราะห์  (Linearity  and Range)  โดยคำานวณค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจต้องมีค่าไม่น้อยกว่า 
0.995,  การทดสอบความแม่น (Accuracy) โดยการคำานวณค่าร้อยละของการคืนกลับ (%recovery) ต้องอยู่ในช่วง  
95-105%,  การทดสอบความเที่ยง  (Precision)  โดยการคำานวณ %RSD  ของการวิเคราะห์ซำ้าต้องไม่มากกว่า  2.0    
และการทดสอบความทนของวิธี  (Robustness)  โดยการศึกษาพารามิเตอร์ต่างๆ ที่อาจมีผลกระทบต่อการวิเคราะห์  
แล้วคำานวณค่า %RSD ต้องไม่มากกว่า 2.0

ผล
จากการทดสอบความจำาเพาะของวิธี  (Specificity)  โดยนำาสารละลายมาตรฐานและสารละลายตัวอย่าง 

วิเคราะห์ด้วยเครื่อง  UPLC  เปรียบเทียบโครมาโทแกรม  (Chromatogram)  ของสารละลายตัวอย่าง  เทียบกับ 
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โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐาน พบว่าสภาวะที่ทดสอบสามารถแยกพีคของ Timolol maleate และ  Maleic 
acid ออกจากกันได้ และไม่มีพีครบกวนการวิเคราะห์ (ภาพที่ 2, 3, 4 และ 5)
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ภาพที่ 4 โครมาโทแกรมของสารละลายตัวอย่าง
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ในการทดสอบความเป็นเส้นตรง และช่วงของการวิเคราะห์ (Linearity and Range) ด้วยการฉีดสารละลาย
มาตรฐาน ที่มีความเข้มข้น 0.056, 0.113, 0.141, 0.169, 0.282 และ 0.423 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร แล้วสร้างกราฟ
แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้น  และพื้นท่ีใต้พีค  พบว่ามีลักษณะเป็นเส้นตรง  มีค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ
เท่ากับ 0.9999 (ภาพที่ 6)
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ภาพที่ 6 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานและพื้นที่ใต้พีค

ส่วนการทดสอบความแม่น (Accuracy) จากการฉีดสารละลายตัวอย่างที่มีการเติมสารมาตรฐาน  3 ระดับ
ความเข้มข้น คือ 0.113, 0.141 และ 0.169 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  ความเข้มข้นละ 3 ซำ้า พบค่าร้อยละของการคืนกลับ 
(%Recovery) เท่ากับ 97.8, 98.2 และ 98.7 % ตามลำาดับ (ตารางที่ 1) 
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การทดสอบความเที่ยง  (Precision)  ในส่วนของผลการทดสอบการทำาซำ้าได้  (Repeatability)  ด้วย
การวิเคราะห์ 6 ซำ้า ในวันเดียวกันมี %RSD เท่ากับ 0.4 ส่วนการวิเคราะห์ต่างวันกันจำานวน 3 วัน (Intermediate 
Precision) มี %RSD เท่ากับ 1.3 (ตารางที่ 2 และ 3)

ตารางที่ 2  ผลการทดสอบ Repeatability

ตารางที่ 1  ผลการทดสอบร้อยละของการคืนกลับ

  ระดับความเข้มข้น  ความเข้มข้น (mg/ml)  ร้อยละของการคืนกลับเฉลี่ย
  80%  0.113  97.8
  100%  0.141  98.2
  120%  0.169  98.7

    เฉลี่ย    98.2
    %RSD    0.5 

  ครั้งที่  ความเข้มข้น (mg/ml)

  ครั้งที่  ความเข้มข้น (mg/ml)

  1  0.1478
  2  0.1483
  3  0.1480
  4  0.1483
  5  0.1496
  6  0.1480

  เฉลี่ย  0.148

  %RSD  0.42

   1  0.148
  2  0.148
  3  0.152

  เฉลี่ย  0.149

  %RSD  1.25

สำาหรับการทดสอบความทนของวิธี  (Robustness)  โดยทดลองเปลี่ยนสภาวะของระบบ UPLC  โดยการ
เปลี่ยนสัดส่วนของสารละลายตัวพาบัฟเฟอร์ และเมทานอล เป็น 55 : 45 และเปลี่ยนอุณหภูมิของคอลัมน์เป็น 30 และ 
35 องศาเซลเซียส แล้ววิเคราะห์ พบว่า %RSD เท่ากับ 1.0 (ตารางที่ 4)

ตารางที่ 3  ผลการทดสอบ  Intermediate Precision
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ตารางที่ 4 ผลการทดสอบ Robustness

สัดส่วนสารละลาย 55 : 45    0.149
อุณหภูมิคอลัมน์ 30  องศาเซลเซียส  0.150
อุณหภูมิคอลัมน์ 35  องศาเซลเซียส  0.152
อุณหภูมิคอลัมน์ 40  องศาเซลเซียส  0.148

การตรวจเอกลักษณ์ (Identification)  ตรวจพบ Timolol Maleate
ปริมาณตัวยาสำาคัญ (Active Ingredient)  90.0 - 110.0 % LA
ค่าความเป็นกรด-เบส (pH)  6.5 - 7.5
การทดสอบความปราศจากเชื้อ (Sterility Test)  Sterile

  สภาวะที่ทดสอบ  ความเข้มข้นเฉลี่ย

  หัวข้อตรวจสอบคุณภาพ  เกณฑ์มาตรฐาน

หลังจากน้ันได้นำาวิธีการทดสอบที่ผ่านเกณฑ์การทดสอบความถูกต้องของวิธีมาใช้ในการตรวจวิเคราะห์
ตัวอย่างยาหยอดตาทิโมลอล  มาลีเอต  โดยการสุ่มตัวอย่างยาหยอดตาทิโมลอล  มาลีเอต  จากโรงพยาบาลของรัฐ 
ภายในช่วงเวลาเดอืนตลุาคมถงึธนัวาคม พ.ศ. 2557 จำานวน 15 ตวัอย่าง 5 ทะเบียนยา/ผูผ้ลติ โดยมหีวัข้อการตรวจสอบ
คณุภาพยาและเกณฑ์มาตรฐานตาม USP 36 พบว่า ตวัอย่างท่ีสุ่มมาทัง้หมด ร้อยละ 100 มคุีณภาพเข้ามาตรฐาน USP 36 
ทุกหัวข้อการวิเคราะห์ (ตารางที่ 5 และ 6)

ตารางที่ 5  หัวข้อการตรวจสอบคุณภาพยา และเกณฑ์มาตรฐานตาม USP 36  

ตารางที่ 6 ผลการตรวจวิเคราะห์คุณภาพยาหยอดตาทิโมลอล มาลีเอต

ไทย  ก  4  4  เข้ามาตรฐาน
อินเดีย  ข  3  3  เข้ามาตรฐาน
ไทย  ค  2  1  เข้ามาตรฐาน
เบลเยียม  ง  3  2  เข้ามาตรฐาน
ไทย  จ  3  3  เข้ามาตรฐาน
รวม    15  13 

  ประเทศ  ทะเบียนยา/ผู้ผลิต  จำานวนตัวอย่าง  จำานวนรุ่นการผลิต  ผลวิเคราะห์

วิจารณ์
การทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ปริมาณตัวยาทิโมลอล มาลีเอต  ในยาหยอดตา    ด้วยวิธี UPLC 

พบว่า  วิธีวิเคราะห์มีความจำาเพาะเจาะจงต่อสารที่ต้องการวิเคราะห์  โดยพิจารณาจากการทดสอบความเป็นเส้นตรง 
และช่วงของการวิเคราะห์ ซึ่งมีค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจเท่ากับ 0.9999 ซึ่งมีค่าไม่น้อยกว่า 0.995 จึงถือว่าผ่านเกณฑ์
กำาหนด   

การทดสอบความแม่นของวิธีวิเคราะห์ที่ความเข้มข้น 3 ระดับ คือ 80, 100 และ 120% ของความเข้มข้น 

ที่ใช้ผลวิเคราะห์ทั้ง  3  ระดับ  อยู่ในช่วงเกณฑ์ยอมรับคือ  95-105%  อย่างไรก็ตาม  ผลของการทดสอบร้อยละของ 
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การคืนกลับที่ได้ ไม่เป็น normal curve อาจเนื่องมาจากประสิทธิภาพของเครื่องมือ หรือวิธีการวิเคราะห์ ซึ่งควรมีการ
วิเคราะห์สาเหตุที่แน่นอน เพื่อนำาไปพัฒนาวิธีวิเคราะห์ที่ดีขึ้นต่อไป

การทดสอบความเที่ยงของวิธี  พบว่า %RSD  ของการทำาซำ้า  เท่ากับ  0.4  และ %RSD  ของการวิเคราะห์ 
ต่างวัน เท่ากับ 1.3 อยู่ในเกณฑ์ยอมรับ คือ ไม่มากกว่า 2.0   

สำาหรับการทดสอบความทนของวิธีวิเคราะห์  เมื่อมีการเปลี่ยนแปลงสภาวะของการวิเคราะห์  พบว่า %RSD  
เท่ากับ 1.0 อยู่ในเกณฑ์ยอมรับ คือ ไม่มากกว่า 2.0   

จากการทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์  ตามหัวข้อต่างๆ ดังกล่าว  จึงสามารถนำาวิธีวิเคราะห์นี้ไปใช้ใน
การวิเคราะห์ปริมาณตัวยาทิโมลอล มาลีเอต ในยาหยอดตาได้  วิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้นนี้  ใช้สารเคมีปริมาณน้อยทำาให้
ประหยัดเวลาและค่าใช้จ่าย ลดผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อม  

การศึกษาคุณภาพยาหยอดตาทิโมลอล มาลีเอต พบว่า ตัวอย่างที่สุ่มได้จากโรงพยาบาลของรัฐบาล มีจำานวน
ทัง้สิน้ 15 ตวัอย่าง  จากผูผ้ลติจำานวน 5 ราย  ตรวจวิเคราะห์ในหวัข้อ  ตรวจวิเคราะห์ในหวัข้อการตรวจพิสจูน์เอกลกัษณ์ 
(Identification) การหาปรมิาณตวัยาสำาคญั (Active ingredient) ความเป็นกรด-ด่าง (pH) และความปราศจากเช้ือ 

(Sterility  Test) พบว่า  ตัวอย่างทั้งหมด  ร้อยละ  100  ผ่านเกณฑ์ที่ระบุไว้ในเภสัชตำารับของประเทศสหรัฐอเมริกา 
(USP36)  ทุกหัวข้อการวิเคราะห์  จึงสรุปได้ว่าตัวอย่างยาหยอดตาทิโมลอล  มาลีเอต  ที่ถูกสุ่มทั้งหมดมีคุณภาพ 

ตามมาตรฐานสากล  
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UPLC Method Development and Validation 
for Determination of Timolol Maleate in 

Ophthalmic Solution

Napanan Wongthanakitcharoen Kulthida Ampantong and Banjong Kitirattrakran
Regional medical sciences Center 9 Nakhonratchasima, Department of Medical Sciences Amphoe 
Muang, Nakhonratchasima 30000, Thailand

ABSTrACT  The method validation for determination of Timolol Maleate in ophthalmic preparation 
was established using Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC).  The separation was achieved 
on a Acquity UPLC BEH C18 1.7µm, 2.1 × 100 mm at 40 degree Celsius. The mobile phase was the mixture 
of phosphate buffer and methanol (65:35) at the flow rate of 0.25 ml per minute with UV detection at 295 
nm. Specificity test showed that Timolol maleate peak was not interfered by other peak. The linearity 
test showed linear relationship between the area under the peak and concentration levels  in range of 
0.056 to 0.423 mg per ml with coefficient of determination 0.9999. The percentage mean recovery from 3 
concentration levels was 98.2 (%RSD = 0.5). The precision test within same day gave %RSD of 0.4 and 
different days gave %RSD of 1.3. The robustness test indicate that describe method was robust when the 
chromatographic condition were changed such as composition and column temperature. The quality of 
Timolol Maleate eye drop 15 samples were sampling from government hospitals in Thailand. The samples 
were analyzed for identification test, assay of active ingredient, pH and sterility test. All samples passed 
the specifications.

Key words : Timolol, UPLC
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คำ�ขอบคุณ
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